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Zusammenfassung	  Der	  Mammillarkörper	  ist	  ein	  großer	  Kern	  im	  kaudalen	  Hypothalamus,	  der	  essentiell	  für	  die	  Bildung	  von	  Erinnerungen	  ist.	  Patienten	  mit	  einem	  degenerierten	  Mammillarkörper	  können	  keine	   neuen	   Erinnerungen	   bilden	   (anterograde	   Amnesie;	   Wernicke-­‐Korsakoff-­‐Syndrom).	  Trotz	  dieser	  wichtigen	  Aufgabe	   sind	  die	   genetischen	  Faktoren,	  die	  die	  Entwicklung	  dieses	  Kerns	   regulieren,	   noch	   unbekannt.	   Der	   Transkriptionsfaktor	   Lhx5	   ist	   während	   der	  Entwicklung	   spezifisch	   im	   Mammillarkörper	   exprimiert.	   In	   dieser	   Arbeit	   analysierte	   ich	  durch	   in	   situ	   Expressionsanalysen,	   DNA-­Microarrays,	   qRT-­PCR,	   ChIP-­Seq	   und	   Luciferase-­
Assays	  eine	  Lhx5-­‐mutante	  Mauslinie.	  Meine	  Ergebnisse	  zeigten,	  dass	  Lhx5	  ein	  Netzwerk	  von	  Genen	  reguliert,	  die	  essentiell	  für	  die	  Spezifizierung	  des	  Mammillarkörpers	  sind.	  Als	   erstes	   zeigte	   ich,	   dass	   in	   diesen	   Mäusen	   der	   Mammillarkörper	   schon	   früh	   in	   der	  Entwicklung	  fehlt.	  Anschließend	  konnte	  ich	  reduzierte	  Proliferation	  und	  erhöhte	  Apoptose	  als	  Gründe	  für	  den	  Verlust	  ausschließen.	  Um	  das	  Schicksal	  der	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  zu	  untersuchen,	  nutzte	  ich	  die	  Foxb1-­‐Cre	  x	  ROSA26R	  Mauslinie,	  die	  diese	  Zelllinie	  markiert.	  Indem	  ich	  Lhx5-­‐mutante	  Mäuse	  mit	  dieser	  Linie	  kreuzte,	  konnte	  ich	  zeigen,	  dass,	  obwohl	  die	  
Foxb1-­‐Linie	   in	   der	   Lhx5-­‐Muntante	   stark	   reduziert	   war,	   die	   wenigen	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	   ihre	  korrekte	  anatomische	  Position	  einnahmen.	  Des	  Weiteren	  hat	  diese	  reduzierte	   Anlage	   ihre	   molekulare	   Identität	   verloren.	   Mithilfe	   von	  Microarray-­‐,	   qRT-­PCR-­‐	  und	   in	  situ	  Expressionsanalysen	   identifizierte	  und	  validierte	   ich	  Gene,	  die	   in	  dieser	  Region	  
downstream	  von	  Lhx5	  sind	  und	  Aufgaben	  in	  der	  transkriptionellen	  Regulation,	  Zelladhäsion	  und	  Signalgebung	  haben.	  Zwei	  dieser	  Kandidaten	   (Otp	   und	  Olig2)	   sind	   für	   ihre	   essentielle	  Rolle	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  bekannt.	  Ein	  anderer	  Kandidat	  (Tbx3)	  wird	  für	   die	   Entwicklung	   der	   gesamten	   ventralen	   Mittellinie	   des	   Hypothalamus	   benötigt.	   Die	  starke	  Reduktion	  der	  Expression	  dieser	  drei	  Gene	  ist	  bereits	  ausreichend,	  um	  den	  mutanten	  Phänotyp	  zu	  erklären.	  Schließlich	  konnte	   ich	  durch	  ChIP-­Seq	  und	  Luciferase-­‐Assays	   zeigen,	  dass	  die	  Expression	  von	  Tbx3	  unter	  der	  direkten	  Kontrolle	  von	  Lhx5	  steht.	  Tbx3	  wird	  für	  die	  Repression	   von	   Shh,	   einem	   nötigen	   Schritt	   in	   der	   Entwicklung	   dieser	   Region,	   benötigt.	  Dementsprechend	   war	   das	   Gebiet	   der	   Shh-­‐Expression	   im	   Lhx5-­‐mutanten	   Hypothalamus	  ausgedehnt.	  Zusammenfassend	   zeigen	   meine	   Ergebnisse,	   dass	   Lhx5	   eine	   Kaskade	   von	  Transkriptionsfaktoren	   (sowie	   anderer	   Effektoren)	   kontrolliert,	   die	   für	   die	   Spezifizierung	  des	  Mammillarkörpers	  und	  somit	  für	  die	  Bildung	  eines	  gedächtnisbildenden	  Gehirnbereichs	  benötigt	  werden.	  
Summary	  The	   mammillary	   body	   is	   a	   large	   neuronal	   nucleus	   in	   the	   caudal	   hypothalamus	   with	   an	  essential	   role	   in	   the	   formation	  of	  memories.	  Patients	  with	  mammillary	  body	  degeneration	  are	  unable	   to	   form	  new	  memories	   (anterograde	   amnesia;	  Wernicke-­‐Korsakoff	   syndrome).	  Despite	   its	   functional	   importance,	   the	   genetic	   factors	   regulating	   the	   development	   of	   this	  nucleus	  have	  yet	  to	  be	  elucidated.	  	  Transcription	   factor	   gene	   Lhx5	   is	   specifically	   expressed	   in	   the	   mammillary	   body	   during	  development.	   Here	   I	   analyzed	   mouse	   mutants	   deficient	   in	   Lhx5	   by	   means	   of	   in	   situ	  expression	  analysis,	  DNA	  microarrays,	  qRT-­‐PCR,	  ChIP-­‐Seq	  and	  luciferase	  assays.	  My	  results	  show	  that	  Lhx5	  controls	  a	  network	  of	  genes	  essential	  for	  the	  specification	  of	  the	  mammillary	  body	  cells.	  First	  I	  showed	  that	  mouse	  embryos	  deficient	  in	  Lhx5	  lack	  a	  mammillary	  body	  since	  early	  in	  development.	  Then	  I	  discarded	  reduced	  proliferation	  and	  increased	  apoptosis	  as	  the	  cause	  of	  such	  loss.	  To	  investigate	  the	  fate	  of	  the	  mammillary	  body	  progenitors	  I	  took	  advantage	  of	  the	   Foxb1-­‐Cre	   x	   ROSA26R	   mouse	   line,	   which	   labels	   the	   mammillary	   body	   lineage.	   By	  crossing	   Lhx5-­‐deficient	   mice	   into	   this	   line	   I	   was	   able	   to	   demonstrate	   that,	   although	   the	  mammillary	   body	   lineage	  was	   strongly	   reduced	   in	   the	  Lhx5-­‐mutant,	   the	   few	   presumptive	  mammillary	  body	  cells	  occupied	  their	  correct	  anatomical	  position.	  In	  addition,	  this	  reduced	  mammillary	  body	  anlage	  had	  lost	  its	  molecular	  identity.	  By	  using	  	  microarray,	  qrt-­‐pcr	  and	  in	  
situ	   expression	   analyses,	   I	   identified	   and	   validated	   several	   genes	   which	   are	   downstream	  
Lhx5	  in	  this	  region	  and	  have	  roles	  in	  transcriptional	  regulation,	  cell	  adhesion	  and	  signalling.	  Two	  of	  these	  (Otp	  and	  Olig2)	  are	  known	  to	  be	  essential	  for	  mammillary	  body	  development.	  Another	  candidate	   (Tbx3)	   is	  essential	   for	   the	  development	  of	   the	  entire	  ventral	  midline	  of	  the	   hypothalamus.	   Strong	   reduction	   of	   expression	   of	   these	   three	   candidates	   in	   the	   Lhx5	  mutant	   is	   enough	   to	   explain	   the	  mammillary	   body	   phenotype.	   Then	   I	   used	   ChIP-­‐Seq	   and	  luciferase	  assays	  to	  show	  that	  expression	  of	  Tbx3	  (not	  Otp	  or	  Olig2)	  is	  under	  direct	  control	  by	  Lhx5.	  Tbx3	  is	  known	  to	  be	  involved	  in	  the	  suppression	  of	  Shh	  expression,	  a	  required	  step	  in	  the	  development	  of	  the	  mammillary	  region.	  Consistently,	  I	  found	  that	  the	  Shh	  expression	  territory	  was	  expanded	  in	  the	  Lhx5	  mutant	  hypothalamus.	  In	  summary,	  my	  results	  show	  that	  Lhx5	  is	  crucial	  for	  the	  control	  of	  a	  cascade	  of	  transcription	  factors	  (as	  well	  as	  other	  effectors)	  required	  for	  the	  specification	  of	  the	  mammillary	  body,	  a	  part	  of	  the	  brain	  essential	  for	  the	  formation	  of	  memories.	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1 Einleitung	  Unser	  Verhalten	  ist	  von	  dem	  Gehirn	  abhängig,	  aber	  wie	  kommt	  es	  zu	  seiner	  Entstehung?	  Welche	  Mechanismen	  stecken	  dahinter?	  Wir	  wissen,	  dass	  etwas	   so	  Wichtiges,	  wie	  das	  Gedächtnis	   von	   zellulären	   Strukturen	   abhängt,	   aber	   wie	   werden	   diese	   Strukturen	  gebildet?	   Die	   Entwicklungsneurobiologie	   beschäftigt	   sich	   mit	   diesem	   Typ	   von	   Fragen	  und	   anhand	   von	  Werkzeugen	   und	   Konzepten	   der	   Molekulargenetik	   versucht	   sie	   sich	  diesen	  Fragen	  anzunähern.	  
1.1 Die	  embryonale	  Entwicklung	  des	  Gehirns	  
Frühe	  Schritte	  in	  der	  Entwicklung	  Das	  Gehirn	   entwickelt	   sich	  wie	   das	   gesamte	   Zentralnervensystem	  aus	   einem	  dorsalen	  Bereich	  des	  Ektoderms,	  das	  neuronale	  Identität	  annimmt	  und	  zum	  sog.	  Neuroektoderm	  wird.	  Die	  Induktion	  dieses	  Gewebes	  erfolgt	  dabei	  noch	  während	  der	  Gastrulation	  durch	  die	   Inhibition	   der	   BMP-­‐Signalgebung	   (bone-­morphogenetic	   protein)	   [1],	   da	   BMP	   ein	  Wachstumsfaktor	   ist,	  der	  vom	  Mesoderm	  sekretiert	  wird	  und	  der	  das	  Ektoderm	  daran	  hindert,	   neuronale	   Identität	   anzunehmen	   [2].	   Die	   Inhibition	   von	   BMP	   erfolgt	   durch	  
Noggin	   [3],	   Chordin	   [4]	   und	   Follistatin.	   Das	   Neuroektoderm	   bildet	   anschließend	   die	  Neuralplatte.	  Im	   nächsten	   Schritt	   beginnt	   sich	   die	   Neuralplatte	   in	   der	   Neurulation	   in	   ventraler	  Richtung	  zu	  einem	  Rohr,	  dem	  sog.	  Neuralrohr	  zu	  falten.	  Hierbei	  werfen	  sich	  die	  Ränder	  der	  Neuralplatte	  als	  Neuralfalten	  auf	  und	  begrenzen	  somit	  die	  Neuralrinne.	  Die	  Ränder	  der	   Neuralrinne	   verschmelzen	   anschließend	   miteinander	   und	   bilden	   somit	   das	  Neuralrohr,	  über	  welchem	  sich	  das	  Oberflächenektoderm	  verschließt	  [5].	  Noch	  während	  der	   Bildung	   des	   Neuralrohrs	   wandern	   aus	   dessen	   dorsaler	   Hälfte	   Neuralleistenzellen	  aus,	  die	  das	  periphere	  Nervensystem	  bilden.	  Zellen,	  die	  im	  Neuralrohr	  verbleiben,	  bilden	  hingegen	  das	  Zentralnervensystem,	  welches	  aus	  Gehirn	  und	  Rückenmark	  besteht	  [6].	  	  
Achsenbildung	  im	  Neuralrohr	  Im	   weiteren	   Verlauf	   der	   Entwicklung	   kommt	   es	   nun	   in	   dorso-­‐ventraler	   und	   antero-­‐posteriorer	   Richtung	   zur	   Musterbildung	   innerhalb	   des	   Neuralrohrs.	   Diese	  Achsenbildung	  wird	  dabei	  durch	  Morphogengradienten	  bestimmt.	  Die	  Musterbildung	   in	  antero-­‐posteriorer	  Richtung	  erfolgt	  dabei	  durch	  Signale	  aus	  dem	  Mesoderm.	   Hierbei	   wird	   das	   Muster	   im	   zukünftigen	   Spinalrohr	   und	   Hinterhirn	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(Metencephalon)	   durch	   die	   Hox-­‐Gene	   bestimmt	   [7].	   Im	   zukünftigen	   Mittelhirn	  (Mesencephalon)	  wird	  die	  Musterbildung	  durch	  Fibroblast	  growth	  factor	  (Fgf),	  Wnt	  und	  engrailed	   bestimmt,	   die	   vom	   Isthmus-­‐Organisator	   exprimiert	   werden	   [8].	   Im	   Bereich	  des	   zukünftigen	   Vorderhirns	   (Prosencephalon)	   wird	   die	   Musterbildung	   durch	  Transkriptionsfaktoren,	   wie	   Emx	   [9],	   Lim	   [10]	   und	   Otx	   [11]	   bestimmt,	   die	   in	   der	  Prächordalplatte	  exprimiert	  werden.	  Die	  Musterbildung	  in	  dorso-­‐ventraler	  Richtung	  erfolgt	  dabei	  durch	  Signale,	  die	  aus	  der	  
Chorda	   dorsalis	   und	   der	   floor	  plate	   (ventrale	   Signal)	   bzw.	   aus	   dem	   epidermalem	  Ektoderm	  (dorsales	  Signal)	  stammen.	  Das	  ventrale	  Signal	  ist	  ein	  Konzentrationsgradient	  des	  Proteins	  Sonic	  hedgehog	   (Shh).	  Dieser	  Gradient	  bestimmt	  dabei	  über	  verschiedene	  Schwellenwerte	  die	  Identität	  der	  Zelltypen,	  die	  in	  der	  ventralen	  Hälfte	  des	  Neuralrohrs	  gebildet	   werden	   [12].	   Dieses	   ventrale	   Signal	   wird	   hingegen	   durch	   das	   dorsale	   Signal	  inhibiert,	   wodurch	   die	   dorsale	   Identität	   im	   dorsalen	   Bereich	   erhalten	   bleibt.	   Dieses	  Signal	  ist	  ein	  Gradient	  von	  BMP	  und	  Wnt,	  das	  vom	  epidermalem	  Ektoderm	  ausgeht	  [13,	  14].	   Betrachtet	  man	   diese	   Konzentrationsgradienten	   von	   ventral	   nach	   dorsal,	   so	  wird	  die	   Shh-­‐Konzentration	   kleiner,	   während	   die	   BMP/Wnt-­‐Konzentration	   größer	   wird.	  Damit	  wird	  Shh	  je	  dorsaler	  man	  kommt	  desto	  stärker	  inhibiert.	  Betrachtet	  man	  dies	  von	  dorsaler	   nach	   ventraler	   Richtung,	   wird	   die	  BMP/Wnt-­‐Konzentration	   kleiner,	   während	  die	  Shh-­‐Konzentration	  größer	  wird.	  Somit	  wird	  BMP/Wnt	  je	  ventraler	  man	  kommt	  desto	  stärker	  inhibiert.	  	  
Wachstum	  des	  Gehirns	  Das	   Neuralrohr	   generiert	   eine	   große	   Anzahl	   an	   verschiedenen	   Zelltypen.	   Dies	   sind	  sowohl	   neuronale,	   als	   auch	   gliale	   Zelltypen.	   Alle	   Neuronen	   und	   Gliazellen	   entstehen	  dabei	  aus	  einer	  proliferativen	  Schicht	  von	  Epithelzellen,	  die	  das	  Lumen	  des	  Neuralrohrs	  begrenzen.	   Diese	   Region	   wird	   als	   ventrikuläre	   Zone	   bezeichnet.	   In	   dieser	   Zone	  durchlaufen	  die	  Zellen	  zwei	  unterschiedliche	  Formen	  von	  Zellteilung.	  Dies	  ist	  zum	  einen	  die	   symmetrische	   Zellteilung,	   bei	   der	   zwei	   Tochterzellen	   entstehen,	   die	   weiter	  proliferieren,	   und	   zum	   anderen	   ist	   dies	   die	   asymmetrische	   Zellteilung,	   bei	   der	   eine	  Tochterzelle	   weiter	   proliferiert	   und	   die	   andere	   Tochterzelle	   auswandert	   und	   sich	  differenziert.	  In	  dieser	  Differenzierung	  verlieren	  die	  Neuronen	  ihre	  Mitosefähigkeit.	  Die	  Neuronen,	   die	   dabei	   geboren	   werden,	   müssen	   an	   den	   zuerst	   geborenen	   Neuronen	  vorbei	  wandern.	  Dazu	  nutzen	  sie	  die	  Fortsätze	  von	  Radialglia	  [15,	  16].	  Durch	  diese	  Proliferation	  und	  die	  weiter	  oben	  beschriebene	  Musterbildung	  kommt	  es	  zu	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der	   Unterteilung	   des	   Gehirns	   in	   Vorderhirn	   (Prosencephalon),	   Mittelhirn	  (Mesencephalon)	   und	   Hinterhirn	   (Metencephalon),	   wobei	   das	   Vorderhirn	   sich	   weiter	  unterteilen	   lässt	   in	   Telencephalon	   und	   Diencephalon	   [17].	   Diese	   Unterteilung	   des	  Gehirns	  wird	  dabei	  immer	  feiner	  bis	  zur	  Spezifizierung	  einzelner,	  neuronaler	  Kerne.	  Der	  Musterbildung	   im	  Gehirn	   und	  die	   damit	   verbundene	   Spezifizierung	   der	   einzelnen	  Gehirnbereiche	  unterliegt	  dabei	  der	  Aktivierung	  bzw.	  Inaktivierung	  von	  Batterien	  von	  Differenzierungsgenen.	  Diese	  Differenzierungsgene	  	  befinden	  sich	  an	  der	  Peripherie	  von	   Genregulationsnetzwerken	   (GRN)	   und	   stehen	   somit	   unter	   deren	   Kontrolle.	  Genregulationsnetzwerke	  nehmen	  somit	  eine	  entscheidende	  Rolle	  in	  der	  Spezifizierung	  bzw.	  der	  Entwicklung	  des	  Gehirns	  ein.	  	  
1.2 Die	   Rolle	   der	   Genregulationsnetzwerke	   in	   der	   Etablierung	   von	  
Körperabschnitten	  Die	   Entwicklung	   einzelner	   Gehirnabschnitte,	   sowie	   die	   Entwicklung	   des	   gesamten	  Zentralnervensystems,	   ja	   sogar	   die	   Entwicklung	   des	   gesamten	   tierischen	   Körperplans	  wird	   durch	   regulatorische	   Geninteraktionen	   kontrolliert.	   Diese	   Geninteraktionen	  bestehen	   aus	   der	   Bindung	   vom	   Transkriptionsfaktoren	   an	   regulatorische	   DNA-­‐Sequenzen,	   die	   damit	   die	   räumliche	   und	   zeitliche	   Expression	   von	   Genen	   in	   dem	   sich	  entwickelnden	  Organismus	  kontrollieren.	  Da	  jeder	  Transkriptionsfaktor	  mehrere	  Inputs	  an	   andere	   Gene	   liefert	   bzw.	   von	   anderen	   Genen	   erhält,	   bilden	   diese	   regulatorischen	  Geninteraktionen	  ein	  Netzwerk,	  das	  sog.	  Genregulationsnetzwerk	  (GRN)	  [18].	  GRNs	  als	  solche	  lesen	  und	  führen	  das	  Entwicklungsprogramm,	  das	  im	  Genom	  kodiert	  ist,	  aus	   und	   konvertieren	   es	   in	   eine	   konkrete	   molekulare	   Maschinerie,	   die	   Zell-­‐	   und	  Gewebeorganisation	   reguliert.	   Diese	   Netzwerke	   bilden	   somit	   die	   Grundlage	   für	   die	  Bildung	  eines	  Organismus.	  Ein	  Verständnis	  über	  die	  Struktur,	  Funktion,	  Komponenten	  und	  Regulation	  dieser	  GRNs	  bzw.	  die	  Entschlüsselung	  dieser	  Netzwerke	  ist	  essentiell	  für	  das	  Verständnis	  und	  letzten	  Endes	  für	  die	  Behandlung	  von	  Entwicklungsstörungen,	  die	  sich	  an	  den	  Wurzeln	  von	  Krankheiten	  befinden.	  Derzeit	   werden	   diese	   Netzwerke	   experimentell	   entschlüsselt:	   GRNs	   wurden	   dabei	  bisher	  hauptsächlich	  	  in	  Bakterien	  [19],	  Drosophila	  melanogaster	  [20]	  und	  Seeigeln	  [21]	  untersucht.	   In	  Vertebraten	  wurden	  aber	   auch	  bereits	  GRNs	   charakterisiert.	  Besonders	  erfolgte	  dies	  in	  der	  Bildung	  des	  Herzfelds	  [22],	  der	  Mesodermspezifizierung[23]	  und	  in	  der	  Entwicklung	  von	  hämatopoetischen	  Stammzellen	  [24].	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1.2.1 Die	  Struktur	  der	  Genregulationsnetzwerke	  Diese	   Genregulationsnetzwerke	   der	   Entwicklung	   haben	   eine	   modulare	   Struktur	   oder	  Architektur,	  die	  aus	  Unterkreisläufe	  besteht.	   Jeder	  dieser	  Unterkreisläufe	  besitzt	  dabei	  eine	  bestimmte	  Funktion,	  die	  durch	  den	  Satz	  an	  verfügbaren	  Transkriptionsfaktoren	  der	  Zelle	   	  bestimmt	  wird	  (regulatory	  state	  =	  der	  Satz	  an	  aktiven	  Transkriptionsfaktoren	   in	  jeder	  Zelle	  zu	  jedem	  beliebigen	  Zeitpunkt)	  [18].	  	  Vergleichende	  Analysen	  der	  bisher	  charakterisierten	  GRNs	  ergaben	  dabei	  einen	  hohen	  Grad	  an	  Konservierung	  in	  der	  Topologie	  dieser	  Unterkreisläufe	  (network	  motifs):	  So	  sind	  diese	   Kreisläufe	   hierarchisch	   organisiert.	   Die	   Entfaltung	   des	   Entwicklungsprogramms	  wird	  dabei	  durch	  die	  fortlaufende	  Aktivierung	  von	  GRN	  Unterkreisläufen	  durchgeführt,	  wobei	  jeder	  dieser	  Kreisläufe	  für	  eine	  präzise,	  regulatorische	  Aufgabe	  verantwortlich	  ist.	  Unterkreisläufe	  können	  dabei	  in	  Bezug	  auf	  ihre	  Rolle,	  die	  sie	  in	  der	  Hierarchie	  der	  GRN-­‐Entfaltung	   spielen,	   als	   Regulatoren	   und	   Effektoren	   kategorisiert	   werden	   [25,	   26].	   So	  betreiben	   z.B.	   einige	   Unterkreisläufe	   Batterien	   von	   Differenzierungsgenen,	   einige	  kontrollieren	   morphogenetische	   Funktionen,	   einige	   interpretieren	   initiale,	  vorübergehende	   räumliche	   Hinweise	   in	   dem	   sich	   entwickelnden	   Organismus,	   und	  wieder	  andere	  vermitteln	  die	  regulatorische	  Antwort	  auf	  externe	  Signale.	  Die	   Entwicklung	   wird	   somit	   direkt	   durch	   die	   fortlaufenden	   Veränderungen	   im	  
regulatory	   state	   in	   den	   räumlichen	   Domänen	   des	   sich	   entwickelnden	   Organismus	  kontrolliert,	   die	   sich	   in	   der	   veränderten	   Aktivierung	   bzw.	   Deaktivierung	   bestimmter	  Unterkreisläufe	   äußert.	   Weil	   diese	   regulatorischen	   Gene	   sich	   gegenseitig	   und	   andere	  Gene	   regulieren	   und	  weil	   jedes	   regulatorische	  Gen	   auf	  mehrere	   Inputs	   antwortet	   und	  gleichzeitig	  mehrere	  andere	  Gene	  reguliert,	  hat	  die	  komplette	  Karte	  ihrer	  Interaktionen	  die	  Form	  eines	  Netzwerks.	  Dabei	  hängen	  diese	   Interaktionen	  ursächlich	  von	  den	  DNA-­‐Sequenzen	   ab,	   die	   bestimmen	   welcher	   Transkriptionsfaktor	   welches	   Gen	   kontrolliert	  und	   somit	   hängt	   die	   Architektur	   des	   GRNs	   auch	   von	   der	   Zusammenstellung	   der	  genomischen,	  regulatorischen	  Sequenzen	  ab	  [18].	  	  
1.2.2 Die	  Bestandteile	  der	  Genregulationsnetzwerke	  Ganz	   generell	   bestehen	   diese	   Netzwerke	   aus	   regulatorischen	   Genen,	   die	   für	  Transkriptionsfaktoren	  kodieren,	  Signalgebungsgenen,	  die	  für	  Liganden	  und	  Rezeptoren	  der	   interzellulären	   Kommunikation	   kodieren,	   und	   den	   Sequenzen,	   die	   die	   Expression	  eines	   jeden	   Gens	   kontrollieren,	   die	   sogenannten	   cis-­‐regulatorischen	   Sequenzen.	   Von	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daher	  sind	  die	  Bestandteile	  der	  GRNs	  Elemente	  von	  kodierenden	  und	  nicht-­‐kodierenden	  
DNA-­‐Sequenzen.	  Zusammen	  bilden	  sie	  das	  „regulatorische	  Genom“	  [26].	  Cis-­‐regulatorische	   Elemente	   sind	   dabei	   DNA-­‐Sequenzen,	   die	   für	   gewöhnlich	   ein	   paar	  hundert	   Basen	   lang	   sind	   und	   die	   Cluster	   von	   Zielstellen	   für	   Transkriptionsfaktoren	  beinhalten.	  Diese	  Elemente	  sind	  für	  die	  Expression	  des	  Gens,	  welches	  sie	  kontrollieren,	  funktionell	   verantwortlich	   [18].	   Jedes	   dieser	   cis-­‐regulatorischen	   Elemente	   empfängt	  dabei	   mehrere	   Inputs	   von	   anderen	   Genen	   des	   Netzwerks.	   Diese	   Inputs	   sind	  Transkriptionsfaktoren,	  die	  an	  diese	  Elemente	  binden.	  Die	  funktionellen	  Verbindungen	  in	  den	  Netzwerken	  sind	  somit	  die	  Verbindungen	  zwischen	  Transkriptionsfaktoren	  und	  ihren	  genomischen	  Zielstellen,	  den	  cis-­‐regulatorischen	  Elementen	  [27].	  Solche	   Verbindungen	   innerhalb	   des	   GRNs	   werden	   als	   Unterkreisläufe	   (subcircuits)	  zusammengefasst.	   Unterkreisläufe	   sind,	   wie	   bereits	   erwähnt,	   modulare	   Komponenten	  des	   GRNs.	   Sie	   bestehen	   aus	   circa	   drei	   bis	   acht	   regulatorischen	   Genen	   und	   ihren	  zugehörigen,	   regulatorischen	   Interaktionen	   [18].	   Da	   jeder	   dieser	   Unterkreisläufe	   eine	  bestimmte	   regulatorische	   Funktion	   in	   der	   Entwicklung	   [28]	   erfüllt,	   	   können	   diese	  Unterkreisläufe	   verschiedenen	  Klassen	   innerhalb	  des	  Netzwerkes	   zugeordnet	  werden:	  Kernel,	  Plugins,	  Schalter	  und	  Batterien	  von	  Differenzierungsgenen.	  	  1.2.2.1 Kernel	  Kernel	   sind	   dabei	   hoch	   konservierte	   und	   damit	   evolutionär	   sehr	   inflexible	  Unterkreisläufe	   am	   oberen	   Ende	   der	   GRN-­‐Architektur.	   Sie	   bestehen	   dabei	   aus	  regulatorischen	   Genen,	   wie	   Transkriptionsfaktoren	   [18]	   und	   führen	   essentielle	  
upstream	   Funktionen	   aus,	  wie	  musterbildende	  Funktionen,	   die	   in	  der	  Entwicklung	   für	  die	  Spezifizierung	  der	  räumlichen	  Domänen	  eines	  Embryos	  verantwortlich	  sind	  [26].	  Ein	  Kernel	   interagiert	   dabei	   mit	   regionalen,	   regulatorischen	   Unterkreisläufen,	   die	   die	  Aktivität	  der	  Gendifferenzierungsbatterien	  an	  der	  Peripherie	  des	  GRNs	  regulieren	  [18].	  Im	   Gegensatz	   zu	   anderen	   Bestandteilen	   des	   GRNs	   sind	   Kernel	   einer	   bestimmten	  Funktion	   in	   der	   Entwicklung	   fest	   zugeordnet	   und	   werden	   nirgendwo	   anders	   in	   der	  Entwicklung	   des	   Organismus	   benutzt,	   obwohl	   individuelle	   Gene	   des	   Kernels	  wahrscheinlich	  in	  vielen	  verschiedenen	  Kontexten	  verwendet	  werden.	  Die	  Kernel	  zeigen	  dabei	   eine	   bestimmte	   Struktur	   auf,	   in	   welcher	   die	   Produkte	   von	   mehreren	  regulatorischen	  Genen	  des	  Kernels	  für	  die	  Funktion	  eines	  jeden	  der	  teilnehmenden	  cis-­‐regulatorischen	  Modulen	  des	  Kernels	  benötigt	  werden	  („recursive	  wiring“).	  Die	  Störung	  der	  Expression	  eines	  Kernelgens	  zerstört	  für	  gewöhnlich	  die	  komplette	  Kernelfunktion	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und	   verursacht	   dabei	   einen	   katastrophalen	   Phänotyp,	   der	   sich	   in	   dem	   Verlust	   eines	  Körperteils	  äußert.	  Das	  Ergebnis	  ist	  eine	  extreme	  Konservierung	  der	  Kernelarchitektur.	  	  1.2.2.2 Plugins	  
Plugins	   bestehen	  aus	  kleinen	  Unterkreisläufen,	   die	   vielen	  diversen	  Entwicklungszielen	  zugeordnet	  werden	  können	  und	  oftmals	  auch	  auf	  eine	  flexible,	  nicht-­‐konservierte	  Weise	  in	  der	  Evolution	  wieder	  verwendet	  werden,	  wobei	  sogar	  ihre	  interne	  Struktur	  dieselbe	  bleibt	   [18].	   Da	   diese	   Unterkreisläufe	   aber	   im	   Gegensatz	   zu	   den	   Kernel	   in	   vielen	  verschiedenen	  Entwicklungsfunktionen	  benutzt	  werden,	   sind	   sie	  nicht	   auf	  die	  Bildung	  eines	  bestimmten	  Körperabschnittes	  beschränkt,	  sondern	  sind	  in	  vielen	  verschiedenen	  Netzwerken	  integriert,	  in	  welchen	  sie	  Inputs	  für	  eine	  große	  Anzahl	  an	  Bestandteilen	  des	  regulatorischen	   Apparates	   zur	   Verfügung	   stellen.	   Das	   beste	   Beispiel	   dafür	   sind	  Signaltransduktionssysteme,	   welche	   wiederholt	   in	   verschiedenen	   Netzwerken	  verwendet	   werden,	   wobei	   jedes	   System	   dabei	   ein	   beschränktes	   Repertoire	   an	  Transkriptionsfaktoren	  bedient	  und	  abhängig	  davon,	  ob	  Liganden	  vorhanden	  sind	  oder	  nicht	   als	   Förderer	   oder	   Repressoren	   von	   räumlicher	   Expression	   agieren	   können.	  Beispiele	  hierfür	  sind	  in	  Wnt	  [29],	  Tgfb	  [30],	  Fgf	  [31],	  Shh	  [32]	  und	  Notch	  [33].	  	  1.2.2.3 Schalter	  Schalter	   sind	   cis-­‐regulatorische	   Verbindungen,	   die	   es	   Unterkreisläufen	   erlauben	   oder	  nicht	  erlauben	  in	  einem	  bestimmten	  Kontext	  zu	  agieren.	  Es	  handelt	  sich	  hierbei	  also	  um	  I/O-­‐Schalter,	   die	   innerhalb	   des	   Netzwerkes	   Unterkreisläufe	   an-­‐	   bzw.	   abschalten.	   Sie	  kommen	   von	   daher	   auf	   allen	   Ebenen	   der	   GRN-­‐Architektur	   vor:	   Von	  weit	   oben	   in	   der	  Hierarchie,	   wie	   z.B.	   bei	   der	   Spezifizierung	   von	   Vorläuferbereichen	   der	   embryonalen	  Territorien,	   die	   später	   einen	   bestimmtes	   Körperteil	   bilden	  werden,	   bis	   zu	   peripheren	  Funktionen	  am	  unteren	  Ende	  des	  Netzwerkes	  [26].	  	  1.2.2.4 Batterien	  von	  Differenzierungsgenen	  Batterien	  von	  Differenzierungsgenen	  befinden	  sich	  an	  der	  Peripherie	  der	  GRNs,	  da	  ihre	  
Outputs	   das	   Netzwerk	   beenden	   [34].	   Sie	   bestehen	   von	   daher	   aus	   Effektor-­‐	   und	  Strukturgenen,	   die	   dabei	   für	   Proteine	   kodieren,	   die	   für	   zelltyp-­‐spezifische	   Funktionen	  benötigt	  werden	   [18,	  26].	   Zusätzlich	  bestehen	  diese	  Batterien	  noch	  aus	  einem	  kleinen	  Satz	  an	   regulatorischen	  Genen,	  der	  die	   schlussendliche	  Verwendung	  der	  Effektor-­‐	  und	  Strukturgene	  bestimmt.	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Somit	   werden	   die	   Batterien	   von	   Differenzierungsgenen	   in	   den	   finalen	   Stadien	   der	  Entwicklungsprozesse	   aktiv.	   Dabei	   machen	   sie	   keine	   Körperabschnitte,	   indem	   sie	  andere	   Gene	   regulieren	   oder	   räumliche	   Muster	   der	   Genexpression	   bilden,	   die	   der	  Bildung	   des	   Körperplans	   unterliegen,	   stattdessen	   empfangen	   sie	   allgemeine	  Entwicklungsinstruktionen.	   Damit	   stehen	   sie	   im	   Gegensatz	   zu	   den	   Kerneln	   und	   den	  
Plugins,	  deren	  Funktion	  komplett	  regulatorisch	  ist.	  Batterien	  von	  Differenzierungsgenen	  bauen	  somit	  z.B.	  Muskelzellen	  und	  bilden	  Biomineralien	  des	  Skeletts,	  Haut,	  synaptische	  Übertragungssysteme,	  etc.	  Diese	  Batterien	  sind	  dabei	  in	  der	  Evolution	  sehr	  instabil	  und	  untergehen	  einen	  ständigen	  Umbau	  [26]	  .	  	  
1.2.3 Die	  Funktionsweise	  der	  Genregulationsnetzwerke	  Die	   GRN-­‐Struktur	   ist	  wie	   bereits	   erwähnt	   grundsätzlich	   hierarchisch	   aufgebaut,	   somit	  besitzt	  jede	  Phase	  der	  Entwicklung	  einen	  Anfang,	  mittlere	  Abschnitte	  und	  fortschreitend	  immer	   feinere,	   terminale	   Prozesse.	   Dadurch	   haben	   Netzwerkverbindungen,	   die	   früh	  aktiv	  sind,	  mehr	  pleiotrope	  Effekte	  als	  solche,	  die	  terminale	  Ereignisse	  kontrollieren.	  Die	  ersten	  Abschnitte	  der	  Bildung	  eines	  jeden	  Körperteils	  beinhalten	  die	  Spezifizierung	  der	  Domäne	  des	  sich	  entwickelnden	  Organismus,	  die	  diesen	  Körperteil	  bilden	  soll.	  Danach	  erfolgt	  die	  Musterbildung,	  die	  die	  morphologische	  Struktur	  bestimmt.	  Am	  Ende	  dieses	  Prozesses	   werden	   die	   Batterien	   der	   Differenzierungsgene	   eingesetzt,	   die	   die	  detaillierten	  funktionalen	  Eigenschaften	  des	  Körperteils	  kodieren	  [25,	  26].	  Die	   Entwicklung	   durchläuft	   somit	   verschiedene	   Zustände	   von	   räumlich	   definierter,	  regulatorischer	   Genexpression,	   die	   zur	   Spezifizierung	   führt.	   Die	   Spezifizierung	   wird	  durch	  die	  Aktivität	  der	  Kernel	   induziert	  und	  bringt	  die	  Zellen	   in	   jeder	  Region	  des	  sich	  entwickelnden	   Tieres	   dazu	   einen	   bestimmten	   Satz	   an	   Genen,	   die	   charakteristisch	   für	  diese	  Region	   sind,	   zu	   exprimieren.	   Die	   räumlichen	  Hinweise,	   die	   die	   Spezifizierung	   in	  der	   Entwicklung	   starten,	   sind	   im	   Allgemeinen	   Signalgebungsliganden	   der	   Plugins,	   die	  von	   anderen	   Zellen	   produziert	  werden.	  Dies	   erfolgt	   jedoch	  wiederum	   als	   Konsequenz	  auf	  den	  Zustand	  der	  Spezifizierung	  dieser	  Zellen,	  der	  durch	  die	  dortigen	  Kernel	  induziert	  wurde.	   Diese	   inter-­‐	   oder	   intrazellulären	   räumlichen	   Hinweise	   verursachen	   die	  Musterbildung,	   indem	   sie	   die	   Aktivierung	   bzw.	   Repression	   bestimmter	   Gene,	   die	   für	  Transkriptionsfaktoren	   kodieren,	   abhängig	   von	   den	   Schaltern	   veranlassen.	  Schlussendlich	   ist	  es	  aber	  die	  Sequenz	  eines	  bestimmten	  cis-­‐regulatorischen	  Elements,	  das	  auf	  die	  präsentierten	  Inputs	  antwortet	  und	  damit	  jedes	  Ereignis	  in	  der	  Entwicklung	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kontrolliert.	   Solche	   cis-­‐regulatorischen	  Systeme	  produzieren	  neue	  und	  oft	   	   verfeinerte	  räumlichen	   Muster	   als	   die,	   die	   durch	   ihre	   Inputs	   beschrieben	   werden:	   Sie	   fügen	  regulatorischen	  und	  informativen	  Wert	  hinzu.	  So	  benutzen	  cis-­‐regulatorische	  Elemente,	  die	   in	   der	   räumlichen	   Spezifizierung	   aktiv	   sind,	   oft	   „und“	   Logik,	   indem	   z.B.	   zwei	  verschiedene	  Transkriptionsfaktoren,	  jeder	  ist	  in	  einer	  bestimmten	  räumlichen	  Domäne	  präsent,	   gleichzeitig	   an	   das	   cis-­‐regulatorische	   Element	   binden	   müssen,	   um	   dessen	  Transkription	  zu	  aktivieren	  [27].	  Das	  Gen	  ist	  also	  nur	  exprimiert,	  wenn	  die	  Inputmuster	  überlappen.	  Dies	  definiert	  somit	  einen	  neuen	  räumlichen	  und	  regulatorischen	  Zustand.	  Schließlich	  führt	  dies	  zur	  Aktivierung	  von	  regulatorischen	  Genen	  bestimmter	  Batterien	  von	   Differenzierungsgenen.	   Diese	   aktivieren	   anschließend	   die	   Batterien,	   wodurch	   die	  Effektor-­‐	   und	   Strukturgene	   exprimiert	   werden,	   die	   für	   den	   Aufbau	   und	   die	   Funktion	  dieses	  Körperteils	  benötigt	  werden.	  	  
1.3 Die	  Familie	  der	  LIM-­‐Homöobox-­‐Gene	  Die	  LIM-­‐Homöobox-­‐Gene	  bilden	  eine	  Untergruppe	  der	  Familie	  der	  Homöoboxgene,	  die	  für	   Transkriptionsfaktoren	   kodieren	   und	   sehr	   wichtige	   Aufgaben	   in	   der	   Entwicklung	  übernehmen.	   Die	   LIM-­‐Homöodomänproteine	   (LIM-­‐HD-­‐Proteine)	   sind	   dabei	   in	   der	  Gewebemusterbildung	   und	   –differenzierung	   involviert.	   Ihre	   Funktion	   in	   neuraler	  Musterbildung	  ist	  in	  allen	  Organismen,	  die	  bisher	  analysiert	  wurden,	  offensichtlich.	  
1.3.1 Die	  Molekularbiologie	  der	  LIM-­‐Homöobox-­‐Gene	  Die	  LIM-­‐HD-­‐Proteine	  besitzen,	  wie	  der	  Name	  schon	  andeutet,	   eine	  bzw.	  mehrere	  LIM-­‐Domänen	  und	  eine	  Homöodomäne	  [35].	  Die	  cysteinreiche	  LIM-­‐Domäne	  besteht	  aus	  zwei	  spezialisierten	  Zinkfingern,	  die	  sich	  an	  dem	  N-­‐Terminus	  der	  LIM-­‐HD-­‐Proteine	  befinden	  [36].	  Diese	  Domäne	  dient,	  im	  Gegensatz	  zu	  anderen	  Zinkfingern	  nicht	  der	  DNA-­‐Bindung,	  sondern	   der	   Bindung	   an	   andere	   Proteine.	   Sie	   wird	   dabei	   von	   einer	   Vielzahl	   von	  Kofaktoren	   erkannt,	  was	   es	   den	   LIM-­‐HD-­‐Proteinen	   ermöglicht	   eine	   große	   Anzahl	   von	  Interaktionen	   einzugehen	   [37].	   Diese	   Interaktionen	   vermitteln	   dabei	   die	   eigentliche	  LIM-­‐HD-­‐Funktion.	  C-­‐terminal	  zu	  der	  LIM-­‐Domäne	  befindet	  sich	  die	  Homöodomäne.	  Die	  Homöodomäne	  ist	  ca.	  60	  Aminosäuren	   lang	  und	  dient	  aufgrund	  ihrer	  Helix-­Turn-­Helix-­‐Struktur	  der	  Bindung	  an	  die	  DNA	  [38].	  Diese	  beiden	  Domänen	  sind	  somit	  essentiell	  für	  die	  Rolle	  der	  LIM-­‐HD-­‐Proteine	  als	  Transkriptionsfaktoren:	  Die	  Homöodomäne	  dient	  der	  spezifischen	  Bindung	   an	   die	  DNA,	  wohingegen	   die	   LIM-­‐Domäne	   durch	   die	   Interaktion	  mit	  anderen	  Proteinen	  die	  Regulation	  der	  Transkription	  kontrolliert.	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Alle	   Interaktionen	   der	   LIM-­‐HD-­‐Proteine	   hängen	   somit	   von	   der	   LIM-­‐Domäne	   ab.	   Eine	  Ausnahme	  davon	  ist	  die	  Interaktion	  zwischen	  dem	  POU-­‐Protein	  UNC-­‐86	  und	  dem	  LIM-­‐HD-­‐Protein	   MEC-­‐3,	   deren	   Interaktion	   nicht	   von	   der	   LIM-­‐Domäne	   abhängt	   [39].	   Die	  Interaktionen	   der	   LIM-­‐HD-­‐Proteine	   mit	   den	   Kofaktoren	   können	   dabei	   verschiedenen	  Typen	   zugeordnet	   werden:	   Zum	   einen	   sind	   dies	   direkte	   Interaktionen	   zwischen	   zwei	  unterschiedlichen	  Transkriptionsfaktoren,	  wie	  z.B.	  zwischen	  einem	  POU-­‐HD-­‐	  und	  einem	  LIM-­‐HD-­‐Protein	   [39].	   Zum	   anderen	   sind	   dies	   indirekte	   Interaktionen,	   die	   von	  Mitgliedern	   der	   LIM-­domain	   binding	   protein	   (Ldb)-­‐Kofaktorfamilie	   vermittelt	   werden.	  Dabei	   besitzen	   die	   Ldbs	   eine	   Dimerisierungskapazität,	   wodurch	   LIM-­‐HD-­‐Proteine	   mit	  verschiedenen	   Transkriptionsregulatorproteine,	  wie	   z.B.	   den	   Otx	   Proteinen	   [40],	   oder	  mit	   anderen	   LIM-­‐HD-­‐Proteinen	   homomerische	   bzw.	   heteromerische	   Interaktionen	  eingehen	   können	   [41].	   Diese	   Interaktionen	   dienen	   zumeist	   der	   transkriptionellen	  Aktivierung.	   Jedoch	   wurde	   mit	   RLIM	   (RING	   finger	   LIM	   domain-­binding	   protein)	   ein	  Kofaktor	   identifiziert,	   der	   an	   die	   LIM-­‐Domäne	   direkt	   bindet	   und	   den	  Sin3A/Histonacetylase-­‐Transkriptionsrepressorkomplex	   rekrutiert	   und	   damit	  transkriptionelle	  Repression	  vermittelt	  [42].	  Die	  Interaktion	  zwischen	  den	  LIM-­‐HD-­‐Proteinen	  und	  den	  Ldbs	  kann	  des	  Weiteren	  durch	  die	   Mitglieder	   der	   LIM-­domain-­only	   (Lmo)-­‐Familie	   reguliert	   werden.	   Diese	   Familie	  besteht	  aus	  vier	  Genen,	  Lmo1-­4.	  Strukturell	  bestehen	  diese	  Proteine	  nur	  aus	  zwei	  LIM-­‐Domänen,	  jedoch	  besitzen	  sie	  keine	  Homöodomäne.	  Die	  Gene	  dieser	  Familie	  können	  die	  Funktion	  der	  LIM-­‐HD-­‐Proteine	  negativ	  regulieren,	  indem	  sie	  mit	  den	  LIM-­‐HD-­‐Proteinen	  um	  die	  Bindung	  an	  die	  Ldbs	  konkurrieren	  [37].	  	  
1.3.2 Die	  Klassifizierung	  der	  LIM-­‐Homöobox	  Gene	  Aufgrund	  phylogenetischer	  Analysen	  der	  individuellen	  LIM-­‐HD-­‐Proteinen,	  basierend	  auf	  konservierten	   Eigenschaften	   innerhalb	   der	   Homöodomäne,	   lassen	   sich	   diese	   in	   sechs	  Untergruppen	  unterteilen	  [43]:	  Dies	  ist	  zum	  einen	  die	  APTEROUS	  Gruppe.	  Das	  Gründungsmitglied	  dieser	  Gruppe	  ist	  das	  
Drosophila-­‐Gen	   apterous,	   das	   in	   der	   Entwicklung	   des	   Nervensystems	   von	  
Drosophila	  melanogaster	   agiert	   [44],	   [45].	   Diese	   Gruppe	   beinhaltet	   auch	   zwei	  Vertebratenmitglieder,	  Lhx2	   und	  Lhx9.	  Wobei	  der	  Knock-­out	   (KO)	  von	  Lhx2	   in	  Mäusen	  zeigte,	  dass	  dieses	  Gen	  eine	  Funktion	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Gehirns,	  des	  Auges	  und	  in	  der	  Hämatopose	  hat	  [46].	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Des	   Weiteren	   ist	   es	   die	   LIM3	   Gruppe,	   die	   Lhx3	   und	   Lhx4	   als	   Vertebratenmitglieder	  beinhaltet.	  KO-­‐Analysen	  dieser	  beiden	  Gene	  ergaben	  eine	  Rolle	  während	  der	  Bildung	  der	  Hypophyse	   und	   der	   Motoneuronenentwicklung	   [47],	   [48],	   [49],	   [50].	   Während	   der	  Bildung	  der	  Hypophyse	  kontrollieren	  Lhx3	  und	  Lhx4	   	  zuerst	  redundant	  die	  Bildung	  der	  Rathke-­‐Tasche.	   Anschließend	   regulieren	   sie	   im	   Verlauf	   der	   Entwicklung	   die	  Proliferation	  und	  Differenzierung	  der	  Hypophyse-­‐spezifischen	  Zelllinien.	  Die	  ISLET-­‐Gruppe	  ist	  nach	  dem	  Islet-­‐Gen	  benannt.	  Das	  Ratten	  Isl1	  war	  eines	  der	  ersten	  
Lhx-­‐Gene,	   das	   identifiziert	  wurde	   und	   das	   für	   das	   I	   in	   der	   LIM-­‐Abkürzung	   steht	   [51].	  Funktionsverluststudien	   in	  der	  Maus	   (Mus	  musculus)	  haben	  wichtige	  Rollen	   für	   Isl1	   in	  der	   	   Motoneuronen-­‐	   und	   Pankreasentwicklung	   aufgezeigt.	   Dabei	   können	   in	   Isl1-­‐Nullmutanten	  keine	  Motoneuronen	  detektiert	  werden,	  da	  diese	  durch	  Apoptose	  entfernt	  wurden	  [52].	  Des	  Weiteren	  ist	  auch	  die	  Entwicklung	  des	  Pankreas	  verändert,	  wobei	  Isl1	  hier	   für	   die	   Induktion	   des	   Pankreas	   und	   für	   die	   Generierung	   der	   Inselzellen	  verantwortlich	  ist	  [53].	  Eine	  weitere	  Gruppe	   ist	  die	  LHX6/8-­‐Gruppe.	  Lhx6	  und	  Lhx8	   sind	   in	  den	  Bereichen	  des	  ersten	   Branchialbogens	   und	   im	   Vorderhirn	   exprimiert	   [54].	   Der	   Phänotyp	   der	   Lhx8-­‐Mutante	   ist	   durch	   eine	   isolierte	   Gaumenspalte	   charakterisiert	   und	   zeigt	   damit	   eine	  bekannte	  Fehlbildung	  des	  Menschen	  [55].	  
Lmx1a	  und	  Lmx1b	  sind	  Mitglieder	  der	  LMX	  Gruppe,	  wobei	  Lmx1b	  und	  Lmx1a	   identisch	  in	   ihrer	   Homöodomäne	   sind.	   Dabei	   ist	   Lmx1b	   in	   einer	   Vielzahl	   von	  Entwicklungsprozessen	  involviert:	  Im	  Hühnchen	  (Gallus	  gallus	  domesticus)	  ist	  es	  für	  die	  dorso-­‐ventrale	   Musterbildung	   der	   Gliedmaßen	   verantwortlich,	   wobei	   es	   dorsales	  Schicksal	  unter	  der	  Kontrolle	  von	  Wnt7a	  	  vermittelt	  [56],	  [57].	  Des	  Weiteren	  ist	  es	  in	  der	  Musterbildung	   der	   Schädelkalotte	   [58]	   und	   der	   frühen	   Musterbildung	   des	  Augenbläschens	  [59]	  involviert.	  Im	  Menschen	  führt	  der	  Verlust	  einer	  einzigen	  Kopie	  von	  
Lmx-­1b	   zum	   Nail	   Patella	   Syndrom,	   einer	   Fehlbildung,	   die	   durch	   Defekten	   in	   der	  Musterbildung	  der	  Gliedmaßen	  und	  Nierenfehlfunktionen	  charakterisiert	  ist	  [60],	  [61].	  Schließlich	  gibt	  es	  noch	  die	  LIN-­‐11	  Gruppe,	  die	  durch	  die	  C.	  elegans	  Gene	  lin-­11	  und	  mec-­
3	   begründet	  wurde.	  Diese	  beiden	  Gene	   stehen	   für	  das	  L	  und	  M	   in	  der	  LIM-­‐Abkürzung	  [62],	   [63].	   Lin-­11	   und	   mec-­3	   werden	   beide	   	   für	   die	   terminale	   Differenzierung	   von	  sensorischen	   Neuronen,	   Motoneuronen	   und	   Interneuronen	   benötigt	   [63],	   [64].	   Die	  beiden	  bekannten	  Vertebraten-­‐Vertreter	  dieser	  Gruppe	  sind	  Lhx1	  und	  Lhx5.	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1.3.3 Lhx1	  und	  Lhx5	  
Lhx1	  und	  Lhx5	  sind	  zwei	  nahe	  verwandte	  Gene,	  die	  sich	  in	  der	  Struktur	  sehr	  ähneln	  und	  sich	  in	  dieser	  von	  anderen	  LIM-­‐HD-­‐Genen,	  wie	  Mec3	  oder	  Lmo1,	  unterscheiden	  [65].	  Sie	  besitzen	   die	   typische	   LIM-­‐HD-­‐Struktur	   von	   zwei	   LIM-­‐Domänen	   und	   einer	  Homöodomäne.	  Bei	  Lhx1	  handelt	  es	  sich	  um	  ein	  406	  Aminosäuren	   langes	  Protein,	  das	  hohe	   Identität	   zu	  Xenopus	   laevis	  Xlim1	   besitzt.	  Es	  wird	  von	  einem	  3846	  bp	  Transkript	  kodiert,	  das	  aus	  5	  Exons	  besteht	  und	  sich	  über	  7,25	  kbp	  genomischer	  Sequenz	  erstreckt	  [66].	   Das	   Lhx5-­‐Protein	   ist	   402	   Aminosäuren	   lang	   und	  wird	   durch	   ein	   2612	  bp	   langes	  Transkript,	  das	  aus	  5	  Exons	  besteht,	  kodiert.	  Das	  Gen	  überspannt	  dabei	  mehr	  als	  10	  kbp	  genomischer	   Sequenz.	   Dabei	   wird	   die	   erste	   und	   zweite	   LIM-­‐Domäne	   von	   Exon	  1	   und	  Exon	  2	  kodiert,	  während	  sich	  die	  Homöodomäne	  über	  die	  Exons	  3	  und	  4	  erstreckt	  [65].	  	  1.3.3.1 Die	  Expressionsmuster	  von	  Lhx1	  und	  Lhx5	  Beide	   Gene	   haben	   wichtige	   Funktionen	   in	   der	   Entwicklung.	   Dabei	   ist	   Lhx1	   von	   E6.5	  (embryonic	  day	  6.5)	   im	  mesodermalen	  Teil	  des	  Primitivstreifens	  exprimiert,	  wobei	  die	  stärkste	  Expression	   im	   anterioren	  Teil	   ist.	   	   Bei	   E7.5	   ist	  Lhx1	   im	  Primitivknoten	   sowie	  entlang	   beider	   Seiten	   der	   anliegenden	  Chorda	   dorsalis	   exprimiert.	   Des	  Weiteren	   kann	  
Lhx1-­‐Expression	   im	   lateralen	   und	   intermediären	   Mesoderm	   detektiert	   werden.	  Anschließend	  geht	  die	  Expression	  im	  Laufe	  der	  Entwicklung	  im	  Primitivstreifen	  zurück	  und	   verstärkt	   sich	   im	   lateralen	   und	   intermediären	  Mesoderm.	   Schließlich	   kann	   Lhx1-­‐Expression	   nur	   noch	   im	   intermediären	   Mesoderm	   und	   dem	   sich	   entwickelndem	  
Mesonephros	   detektiert	   werden	   [66].	   Lhx5	   ist	   im	   anterioren	   Teil	   der	   Neuralplatte	   bei	  E8.0	   und	   in	   der	   Kopffalte	   bei	   E8.5	   exprimiert,	   aus	   welcher	   sich	   das	   ventrale	  
Telencephalon	   und	   ein	   Großteil	   des	   Diencephalons	   bildet	   [67].	   Bei	   E9.5	   ist	   Lhx5	   zum	  Großteil	   im	  zukünftigen	  Vorderhirn	  exprimiert,	  während	  Lhx1	  nur	  im	  mesonephrischen	  System	  detektiert	  werden	  kann.	  Von	  E10.5	  an	  sind	  beide	  Gene	  in	  ähnlichen	  Bereichen	  in	  der	   Wirbelsäule,	   im	   Hinterhirn,	   Mittelhirn	   und	   Vorderhirn	   exprimiert:	   In	   der	  Wirbelsäule	  ist	  die	  Expression	  dieser	  beiden	  Gene	  in	  drei	  Streifen	  angeordnet,	  die	  über	  die	   gesamte	  Länge	  der	  Wirbelsäule	   verlaufen.	   Zusätzlich	   ist	  Lhx1	   in	   den	   lateral	  motor	  
columns	  exprimiert,	  wobei	  Lhx5	  dort	  nicht	  detektiert	  werden	  kann.	   Im	  Hinterhirn	  sind	  sie	  in	  zwei	  Streifen	  exprimiert,	  die	  entlang	  des	  ventralen	  Teils	  der	  longitudinalen	  Achse	  verlaufen.	   Im	  ventralen	  Mittelhirn	  werden	  beide	   in	   einem	  Streifen	  detektiert,	   der	   sich	  dorsalwärts	  ausweitet.	  Bei	  E12.5	  sind	  Lhx1	  und	  Lhx5	   in	  vielen	  diskreten	  Regionen	  des	  Gehirns,	   besonders	   im	  Vorderhirn,	   exprimiert.	  Dabei	   kann	  die	  Lhx1-­‐Expression	   in	  den	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gesamten	  Bläschen	  des	  Telencephalons	  detektiert	  werden,	  während	  die	  Expression	  von	  
Lhx5	  dort	  weniger	  deutlich	  ist.	  In	  der	  Ganglionic	  Eminence	  ist	  Lhx1	  im	  Neuroepithel	  und	  in	   der	   subventrikulären	   Zone	   exprimiert,	   wohingegen	   Lhx5	   nur	   in	   einer	   Untergruppe	  von	   Zellen	   an	   der	   Basis	   der	   Ganglionic	   Eminence	   zu	   finden	   ist.	   Im	   Diencephalon,	  Mittelhirn	  und	  Hinterhirn	  scheint	  die	  Expression	  von	  Lhx1	  und	  Lhx5	  zu	  überlappen.	  Im	  
Diencephalon	  ist	  Lhx5	  und	  in	  etwas	  schwächerer	  Ausbildung	  auch	  Lhx1	  im	  Thalamus	  und	  
Hypothalamus	   exprimiert	   [67],	   wobei	   sie	   im	   Hypothalamus	   eine	   Expression	   im	  Mammillarkörper	  zeigen.	  Somit	  ist	  die	  Expression	  von	  Lhx1	  und	  Lhx5	  in	  diesem	  Bereich	  relativ	  ähnlich.	  	  1.3.3.2 Die	  Aufgaben	  von	  Lhx1	  Die	   offensichtlichste	   Aufgabe	   von	   Lhx1	   wird	   in	   der	   Entwicklung	   des	   Kopfes	   deutlich,	  wobei	  Lhx1	  eine	  wichtige	  Rolle	  als	  Organisator	  hat.	  So	  zeigen	  Lhx1-­/-­-­‐Embryonen	  keine	  Ausbildung	   von	   anterioren	   Kopfstrukturen,	   während	   sich	   die	   restliche	   Körperachse	  normal	   entwickelt.	   Dabei	   fehlen	   Lhx1-­‐mutanten	   Embryonen	   bei	   E7.5	   das	   Vorderhirn	  und	   das	   Mittelhirn.	   Hierbei	   ist	   Lhx1	   für	   die	   Organisation	   des	   anterioren,	   axialen	  Mesoderms	  verantwortlich	  [68].	  Während	  der	  Gastrulation	  hat	  Lhx1	  eine	  konservierte	  Funktion	  in	  der	  Zellbewegung.	  So	  zeigen	  Lhx1-­‐mutante	  Mausembryonen	  bzw.	  Xenopusembryonen	  mit	  reduziertem	  Xlim1	  gestörte	   Zellbewegungen,	   wobei	   dies	   mit	   dem	   Verlust	   des	   Paraxial	   Protocadherin	  (PAPC)	  im	  Mesoderm	  der	  Maus	  	  bzw.	  im	  Organizer	  von	  Xenopus	  laevis	  einhergeht	  [69].	  Im	  Xenopus	  Organizer	   befindet	   sich	   Lhx1	   regulatorisch	   unterhalb	   von	   Siamois	   und	   ist	  dabei	   sowohl	   für	   die	  Etablierung	  des	   genetischen	  Programms	  des	  Organizers	   als	   auch	  für	   die	   Inhibierung	   von	   ventralisierenden	   Aktivitäten	   während	   der	   Gastrulation	  verantwortlich	  [70].	  Des	  Weiteren	  hat	  Lhx1	  eine	  essentielle	  Rolle	   in	  der	  Spezifizierung	  des	   gesamten	   Nierenfelds	   vom	   intermediären	   Mesoderm	   aus.	   Dabei	   führt	  Überexpression	   von	   Lhx1	   während	   des	   Spezifizierungsstadiums	   der	  Nierenorganogenese	   zu	   einer	   Ausweitung	   des	  Nierenfelds,	  wohingegen	   die	   Reduktion	  von	  Lhx1	  in	  Xenopus	  laevis	  zu	  einem	  fast	  vollständigen	  Verlustes	  des	  Nierenfeldes	  führt	  [71].	   In	   Lhx1-­‐mutanten,	   neugeborenen	   Mäusen	   fehlt	   der	   Urogenitaltrakt	   (der	  
Metanephros,	   Ureter	   und	   der	   weibliche	   bzw.	   männliche	   Reproduktionstrakt	   mit	  eingeschlossen).	  Somit	  hat	  Lhx1	  eine	   fundamentale	  Rolle	   in	  der	  Bildung	  der	  Niere	  und	  des	  Genitaltrakts	   [72],	   [68].	  Dabei	   ist	  Lhx1	   zusammen	  mit	  Pax2	  und	  Gata3	  Bestandteil	  des	   Kernels,	   der	   die	   Pro-­/Mesonephros	   Entwicklung	   reguliert	   und	   dabei	   für	   die	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Expression	   von	   transkriptionellen	   Regulatoren	   und	   Effektorgenen	   verantwortlich	   ist,	  die	   für	   die	   Zellsignalgebung	  und	  Gewebeorganisation	   verantwortlich	   sind	   [73].	   Später	  im	   sich	   entwickelndem	   Metanephros	   wird	   Lhx1	   für	   die	   Regulation	   und	  Aufrechterhaltung	   der	   Differenzierung	   des	   Nierenepithels	   und	   der	   Nierenbläschen	  benötigt,	  was	  der	  Ausdehnung	  des	  Nierengangs	  und	  der	  Entwicklung	  der	  Ureterknospe	  dient	   [74],	   [75].	   Diese	   wichtigen	   Funktionen	   von	   Lhx1	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Urogenitalsystems	   äußern	   sich	   auch	   in	   menschlichen	   Patienten,	   in	   welchen	   Lhx1	   als	  Onkogen	   in	   humanen	   Nierenkrebs	   identifiziert	   wurde	   [76]	   bzw.	   Frameshift-­‐	   und	  
Missense-­‐Mutationen	   in	   Lhx1	   in	   MRKH	   (Mayer-­‐Rokitansky-­‐Kuster-­‐Hauser	   Syndrom)-­‐Patienten	  gefunden	  wurden	  [77].	  	  1.3.3.3 Die	  Aufgaben	  von	  Lhx5	  
Lhx5	  hat	  wichtige	  Rollen	  in	  der	  Vorderhirnentwicklung:	  Hierbei	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  Lhx5-­‐mutante	  Mäuse	   zwar	   lebend	  geboren	  werden,	  die	  meisten	  aber	   einige	  Tage	  nach	  der	  Geburt	  sterben	  [78].	  Die	  Mäuse,	  die	  überleben,	  zeigen	  Lernbeeinträchtigungen	  und	  motorische	  Funktionsstörungen,	  die	  vermutlich	  auf	  hippocampale	  Desorganisation	  zurückzuführen	   sind	   [79].	   Diese	   Desorganisation	   ist	   bereits	   in	   embryonalen	   Stadien	  sichtbar:	  Lhx5-­‐/-­‐-­‐Embryonen	  zeigen	  dabei	  abnormale	  Strukturen	  in	  Ammonshorn	  und	  im	  
Gyrus	   dentatus.	   Dabei	   werden	   Vorläuferzellen	   der	   hippocampalen	   Anlagen	   in	   den	  
Lhx5-­‐mutanten Embryonen	   normal	   spezifiziert	   und	   proliferieren	   auch,	   können	   den	  Zellzyklus	   aber	   nicht	   verlassen.	   Vorläuferzellen,	   die	   den	   Zellzyklus	   verlassen	   können,	  können	   hingegen	   nicht	   zu	   ihrer	   richtigen	   Position	   migrieren	   [78].	   Lhx5	   ist	   somit	  essentiell	   für	  die	  Regulation	  der	  neuronalen	  Vorläuferzellproliferation	  und	  –migration	  während	   der	   Bildung	   des	   Hippocampus	   und	   hat	   somit	   eine	   wichtige	   Rolle	   in	   dessen	  Entwicklung.	  Des	  Weiteren	  fehlt	  in	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  der	  Plexus	  choroideus	  des	  dritten	  und	  des	  lateralen	  Ventrikels.	  Schließlich	  können	  die	  anterioren	  Axone	  des	  Corpus	  
callosum	  die	  Mittellinie	  nicht	  überqueren	  [78].	  Eine	   weitere	   wichtige	   Rolle	   im	   sich	   entwickelndem	   Vorderhirn	   hat	   Lhx5	   in	   der	  Regulierung	   der	   Entwicklung	   und	   der	   normalen	   Verteilung	   der	   Cajal-­‐Retzius-­‐Zellen.	  Dabei	   führt	   die	   Deletion	   von	   Lhx5	   zu	   einer	   Reduktion	   der	   Cajal-­‐Retzius-­‐Zelldichte	   im	  sich	   entwickelnden	   Kortex	   und	   dem	   Auftauchen	   einer	   reelin-­‐positiven,	   ektopischen	  Zellgruppe	  an	  dem	  kaudalen	  Ende	  des	  telencephalischen	  Vesikels	  [80].	  Im	   Zebrafisch	   (Danio	   rerio)	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   Lhx5	   die	   Entwicklung	   des	  Vorderhirns	   fördert,	  wobei	  Wnt-­‐Signalgebung	  durch	  die	  Aktivierung	  der	  Transkription	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zweier	  sekretierter	  Wnt-­‐Antagonisten	  Sfrp1a	  und	  Sfrp5	  inhibiert	  wird.	  Hierbei	  führte	  die	  Aktivierung	   von	   Lhx5	   zur	   Expansion	   von	   Vorderhirnstrukturen,	   wobei	   Defizite	   in	   der	  Vorderhirnentwicklung,	   die	   durch	   ektopische	   Wnt-­‐Aktivierung	   verursacht	   wurden,	  wiederhergestellt	   werden	   konnten.	   Die	   Inhibition	   von	   Lhx5	   führte	   hingegen	   zu	  exzessiver	   Wnt-­‐Signalgebung	   und	   der	   damit	   verbundenen	   Kompromittierung	   der	  Vorderhirnentwicklung	  [81].	  Des	  Weiteren	  hat	  das	  Lhx5-­‐Homolog	  in	  Xenopus,	  Xlim5,	  eine	  Rolle	  in	  der	  Vermittlung	  von	  Zelladhäsion	   und	   Morphogenese	   im	   Ektoderm.	   Dabei	   führt	   die	   Überexpression	   von	  
XLim5	   zu	   veränderter	   Zelladhäsion	   in	   endodermalen	  Zellen	  und	  damit	   zu	   veränderter	  Lokalisation	   dieser	   Zellen	   zu	   Ektoderm-­‐	   und	   Mesoderm-­‐abgeleiteten	   Regionen.	   Diese	  Zellen	  exprimieren	  dann	  späte	  Marker	  dieser	  Gewebe.	  Die	  Störung	  der	  Xlim5-­‐Funktion	  führt	  in	  Embryonen	  zu	  Defekten	  in	  der	  Ektoderm-­‐spezifischen	  Zellsortierung	  ohne	  dabei	  die	  initiale	  Bildung	  des	  ektodermalen	  Keimblattes	  zu	  blockieren	  [82].	  	  1.3.3.4 Gemeinsame	  Aufgaben	  von	  Lhx1	  und	  Lhx5	  
Lhx1	   und	   Lhx5	   haben	   aber	   auch	   gemeinsame	   Funktionen:	   Im	   Vorderhirn	   wird	   die	  Expression	   beider	   Gene	   für	   die	   Differenzierung	   der	   Retina	   benötigt.	   Hierbei	  unterdrücken	   sie	   die	   Entwicklung	   	   des	   retinalen	   Pigmentepithels	   vor	   der	   Bildung	   der	  Augenbläschen	  [83].	  Des	  Weiteren	  sind	  Lhx1	  und	  Lhx5	   in	  sich	  entwickelnden	  Purkinje	  Zellen	  im	  Cerebellum	  exprimiert,	   kurz	   nachdem	   diese	   den	   Zellzyklus	   verlassen	   und	   aus	   der	   zerebralen	  Ventrikularzone	  ausgewandert	   sind.	  Mäuse,	  die	   sowohl	   für	  Lhx1	   als	  auch	  Lhx5	  mutant	  sind,	  zeigen	  eine	  starke	  Reduktion	  in	  der	  Zahl	  der	  Purkinje-­‐Zellen.	  Die	  Inaktivierung	  von	  
Ldb1,	  eines	  Kofaktors	  aller	  LIM-­‐HD-­‐Proteine,	  führt	  dabei	  zu	  einem	  ähnlichen	  Phänotyp.	  Somit	   sind	  Lhx1	   und	  Lhx5	   essentiell	   für	  die	  Kontrolle	  der	  Purkinje-­‐Zelldifferenzierung	  [84].	  	  In	  Neuronen	  des	  Tractus	   reticulospinalis	   des	  Hinterhirns	   sind	  Lhx1	   und	  Lhx5	   in	  einem	  Teil	  dieser	  Neurone	  exprimiert	  und	  determinieren	  deren	  Identität	  [85].	  Schließlich	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  Lhx1/5-­‐Homologe	  in	  Planarien	  eine	  Funktion	  in	  der	  Aufrechterhaltung	  und	  Regulation	  von	  serotenoergen	  Neuronen	  haben.	  Dabei	  führt	  der	  Knock-­down	  von	  Lhx1/5	  zu	  einem	  Verlust	  der	  Expression	  mehrerer	   	  Marker	  dieser	  Neuronen	  [86].	  Eine	   Analyse	   der	   Funktion	   dieser	   beiden	   Gene	   im	   Hypothalamus	   der	   Maus	   (Mus	  
musculus),	  obwohl	  diese	  dort	  stark	  exprimiert	  sind,	  steht	  noch	  aus.	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1.4 Der	  Hypothalamus	  Der	   Hypothalamus	   ist	   eine	   ventrale	   Region	   des	   Prosencephalon	   mit	   enormer	  anatomischer	  und	   funktioneller	  Komplexität.	  Er	  befindet	   sich	  unterhalb	  des	  Thalamus,	  gerade	  oberhalb	  des	  Hirnstamms	  und	  bildet	   den	   ventralen	  Part	   des	  Diencephalons.	   Er	  wird	   dabei	   aus	   dem	   Boden	   des	   Diencephalons	   und	   der	   subthalamischen	   Flügelplatte	  gebildet.	   Grob	   lässt	   sich	   der	   Hypothalamus	   aufgrund	   von	   Nisslfärbungen	   in	   vier	  Hauptregionen	   in	   anteroposteriorer	   Richtung	   unterteilen.	   Diese	   werden	   als	   preoptic,	  
anterior,	  tuberal	  und	  mammillary	  (kaudaler)	  Hypothalamus	  bezeichnet	  [87],	  [88].	  Diese	  Bereiche	   setzen	   sich	   dabei	   aus	   den	   unterschiedlichen	   Kernen	   des	   Hypothalamus	  zusammen.	   Diese	   Kerne	   erfüllen	   sehr	   wichtige	   Aufgaben	   und	   Funktionen,	   die	   für	   die	  unterschiedlichen	   Rollen	   des	  Hypothalamus	   verantwortlich	   sind.	   Grundsätzlich	   erfüllt	  der	   Hypothalamus	   dabei	   sehr	   wichtige	   Rollen,	   wie	   die	   Regulation	   von	   zirkadianen	  Zyklen	   (z.B.	   Schlaf-­‐Wachzyklen),	   Flüssigkeits-­‐	   und	   Nahrungsaufnahme,	  Körpertemperatur	  und	  die	  Kontrolle	  des	  neuroendokrinen	  Systems.	  Der	   Hypothalamus	   entwickelt	   sich	   aus	   der	   ventralsten	   Region	   des	   anterioren	  
Diencephalons	   und	   wird	   durch	   bekannte	   molekulare	   Signalgebungswege,	   wie	  
Sonic	  hedgehog	   und	   Nodal	   induziert.	   Besonders	   Hedgehog-­‐Signalgebung	   wird	   für	   die	  Induktion	   des	   anterioren	  Hypothalamus	   und	  Nodal-­‐Signalgebung	   für	   den	   posterioren	  
Hypothalamus	   [89]	  benötigt.	  Nach	  der	   initialen	   Induktion	  und	  der	  Musterbildung	  wird	  der	   Hypothalamus	   in	   Unterdomänen	   unterteilt,	   die	   durch	   spezifische	  Genexpressionsmuster	   	   unterschieden	   werden	   [90].	   Die	   Signale	   aber,	   die	   für	   diese	  Unterteilung	  verantwortlich	  sind,	  sind	  zum	  Großteil	  noch	  unbekannt.	  Veränderungen	   in	   der	   embryonalen	   Entwicklung	   des	   Hypothalamus	   können	   im	  Erwachsenen	  Krankheiten	  wie	  Fettleibigkeit,	  Bluthochdruck	  und	  hormonelle	  Störungen,	  als	   Konsequenz	   hervorrufen	   [91,	   92].	   Diese	   Erkenntnis	   ist	   die	   Grundlage	   für	   die	  Hypothese	  der	  „Developmental	  Origins	  of	  Adult	  Health	  and	  Disease“,	  welche	  besagt,	  dass	  negative	   Ereignisse	   im	   Uterus	   aufgrund	   der	   Plastizität	   der	   Entwicklung	  kompensatorische	   Antworten	   im	   Fötus	   induzieren	   können.	   Diese	   kompensatorischen	  Antworten	  können	  dauerhaft	   fortbestehen,	  was	  einen	  veränderten	  Phänotyp	  nicht	  nur	  bei	  der	  Geburt,	  sondern	  auf	  Lebenszeit	  verursacht	  [93,	  94].	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1.4.1 Der	  Mammillarkörper	  Ein	   besonderer	   Kern	   unter	   den	   verschiedenen	   Kernen	   des	   Hypothalamus	   ist	   der	  Mammillarkörper,	   der	   im	   Gegensatz	   zu	   den	   anderen	   Kernen,	   keine	   regulatorische	  Funktion,	  sondern	  eine	  Funktion	  in	  der	  Gedächtniskonsolidierung	  besitzt.	  Der	   Mammillarkörper	   nimmt	   einen	   Großteil	   der	   postero-­‐ventralen	   Region	   des	  
Hypothalamus	   ein.	   Diese	   Region	  wird	   daher	   auch	   als	   Mammillarregion	   oder	   kaudaler	  
Hypothalamus	  bezeichnet	  [95].	  Der	   Mammillarkörper	   spielt	   durch	   seine	   axonalen	   Verbindungen	   in	   verschiedenen	  Gedächtniskreisläufen	   (memory	   circuits)	   eine	   wichtige	   Rolle.	   So	   ist	   er	   Teil	   des	  klassischen	   Papez-­‐Kreis	   [96],	   der	   den	   Mammillarkörper	   über	   den	   Tractus	  
mamillothalamicus	  mit	  dem	  Thalamus	  verbindet	  [97].	  Über	  den	  Thalamus	  projizieren	  die	  Neurone	   zum	  Gyrus	   cinguli	   und	  vom	  Gyrus	   cinguli	   zum	  Hippocampus.	   Schließlich	  wird	  der	  Kreis	  geschlossen,	  indem	  der	  Hippocampus	  über	  den	  Fornix	  in	  den	  Mammillarkörper	  projiziert	  [98].	  In	  Foxb1-­‐mutanten	  Mäusen,	  die	  keinen	  Mammillarkörper	  haben,	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  diese	  Mängel	   im	  räumlichen	  Lernen	  und	  Gedächtnis	  haben	  [99].	  Somit	  hat	  dieser	  Kern	   eine	   Funktion	   im	   räumlichen	   Gedächtnis.	   Diese	   wichtige	   Rolle	   in	   der	  Gedächtnisbildung	  wird	  dadurch	  unterstrichen,	  dass	  der	  Mammillarkörper	  als	  kritische	  Struktur	   für	   die	   Gedächtnisbeeinträchtigungen	   in	   Wernicke-­‐Korsakoff-­‐Syndrom	  identifiziert	  wurde	  [100].	  Wernicke-­‐Korsakoff-­‐Syndrom	  führt	  zu	  anterograder	  Amnesie.	  Diese	  Krankheit	  wird	   häufig	  mit	   Alkoholismus	   [101]	   oder	   Adipositaschirugie	   [102]	   in	  Verbindung	   gebracht.	   In	   Patienten,	   die	   unter	   Alkoholabhängigkeit	   leiden,	   kann	   die	  verstärkte	   Alkoholaufnahme	   die	   Thiaminaufnahme	   im	  Gastrointestinaltrakt,	   sowie	   die	  Thiaminlagerung	   in	  die	  Leber	  und	  die	  Umwandlung	  von	  Thiamin	   in	  seine	  aktive	  Form	  stören.	  Dadurch	  entsteht	  ein	  Mangel	  an	  Thiamin.	  Ein	  ähnlicher	  Mangel	  an	  Thiamin	  kann	  als	   Nebenwirkung	   in	   Patienten	   festgestellt	   werden,	   die	   sich	   einer	   Adipositaschirugie	  unterzogen	  haben.	  Thiamin	  ist	  ein	  essentielles	  Koenzym	  im	  Kohlenhydratmetabolismus	  und	  auch	  ein	  Regulator	  von	  osmotischen	  Gradienten.	  Dieser	  Thiamin-­‐Mangel	  resultiert	  in	   einem	  Anschwellen	  des	   intrazellulären	  Raumes	  und	  der	   lokalen	  Unterbrechung	  der	  Blut-­‐Hirn-­‐Schranke.	   Gehirngewebe	   ist	   sehr	   sensitiv	   auf	   Veränderungen	   in	   den	  Elektrolyten	  bzw.	  auf	  Druckveränderungen	  und	  Ödeme	  können	  zytotoxisch	  sein	  [103].	  Dies	   führt	  zu	  Atrophie	  bzw.	   Infarkt	  von	  spezifischen	  Hirnregionen,	  wie	  dem	  Thalamus,	  	  
Hypothalamus	  und	  Mammillarkörper	  [104].	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Obwohl	  der	  Mammillarkörper	  eine	  so	  wichtige	  Aufgabe	  besitzt,	   ist	  über	  die	  genetische	  Kontrolle	  der	  Entwicklung	  dieses	  Kerns	  noch	  nicht	   sehr	   viel	   bekannt.	  Dem	  Gen	  Foxb1	  kommt	   dabei	   eine	   wichtige	   Rolle	   zu.	   So	   konnte	   in	   Foxb1-­‐mutanten	   Mäusen	   gezeigt	  werden,	   dass	   diese	   zwar	   anfänglich	   einen	   Mammillarkörper	   bilden,	   aber	   zwischen	  
embryonic	   day	   (E)18.5	   und	   postnatal	   day	   (P)4	   nimmt	   die	   Größe	   des	   mutanten	  Mammillarkörper	  dramatisch	  ab	  [105,	  106].	  Des	  Weiteren	  konnte	  für	  die	  Gene	  Sim1	  und	  
Sim2	  wichtige	  Aufgaben	  in	  der	  Bildung	  des	  Tractus	  mamillothalamicus	  und	  des	  Tractus	  
mamillotegmentalis,	  die	  den	  Mammillarkörper	  mit	  dem	  Thalamus	  und	  dem	  Tegmentum	  verbindet,	   identifiziert	   werden.	   Außerdem	   führte	   der	   Verlust	   dieser	   beiden	   Gene	   zu	  einem	   Verlust	   der	   Foxb1-­‐Expression	   von	   E12.5	   an	   [107].	   Schließlich	   konnte	   im	  Zebrafisch	   (Danio	   rerio)	   Fezf2,	   Otp,	   Sim1a	   und	   Foxb1.2	   als	   wichtige	   Faktoren	   für	   die	  Spezifizierung	  dieser	  Region	  identifiziert	  werden	  [108].	  Jedoch	  sind	  wichtige	  Faktoren,	  die	   die	   Entwicklung	   des	   Mammillarkörpers	   in	   der	   Maus	   kontrollieren,	   sowie	   deren	  genauen	  Mechanismen,	  noch	  nicht	  bekannt.	  	  
1.5 Fragestellung	  und	  Zielsetzung	  dieser	  Arbeit	  Trotz	   der	   oben	   beschriebenen	  Entdeckungen	   ist	   noch	  nicht	   viel	   über	   die	   Entwicklung	  des	   Gehirns	   aufgrund	   seiner	   enormen	   anatomischen	   und	   funktionellen	   Komplexität	  bekannt.	   Insbesondere	   über	   die	   Spezifizierung	   der	   einzelnen	   Kerne/Kernregionen,	   in	  welche	  sich	  das	  Gehirn	  gliedert,	  bestehen	  noch	  große	  Wissenslücken.	  Es	  wäre	  aber	  sehr	  interessant	  herauszufinden,	  wie	   sich	   z.B.	   der	  Mammillarkörper	   entwickelt	   und	  welche	  Faktoren	   den	   Aufbau	   der	   Schaltkreise	   beeinflussen,	   die	   für	   die	   Entstehung	   von	  Erinnerungen	   verantwortlich	   sind.	   Darüber	   hinaus	   können	   Veränderungen	   in	   der	  embryonalen	  Entwicklung	  des	  Gehirns	  im	  Erwachsenen	  Krankheiten	  wie	  Fettleibigkeit,	  Bluthochdruck	   und	   hormonelle	   Störungen	   als	   Konsequenz	   hervorrufen.	   Insbesondere	  dem	  Hypothalamus	  kommt	  hierbei	  eine	  besondere	  Rolle	  zu.	  In	  meiner	  Doktorarbeit	  untersuche	   ich,	  wie	  der	  Mammillarkörper	   in	  der	  embryonalen	  Entwicklung	   des	   Gehirns	   entsteht.	   Ich	   konzentriere	   mich	   dabei	   auf	   die	   Funktion	   des	  Gens	   Lhx5.	   Dieses	   Gen	   kodiert	   für	   einen	   Transkriptionsfaktor,	   der	   essentiell	   für	   die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  ist.	  Ohne	  dieses	  Gen	  degeneriert	  und	  verschwindet	  der	  Mammillarkörper.	  Dabei	  soll	  das	  zugrundeliegende	  Genregulationsnetzwerk	  von	  Lhx5,	  das	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  kontrolliert,	  analysiert	  werden.	  Diese	  Arbeit	  gliedert	  sich	  dabei	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in	  zwei	  Teile:	  Zum	  einen	  sollen	  die	  zellulären	  Veränderungen	  des	  Phänotyps	  der	  Lhx5-­‐Mausmutante	   analysiert	   werden	   (d.h.	   welche	   zellulären	   Vorgänge	   werden	   durch	   den	  Verlust	   von	   Lhx5	   gestört?	   In	   welcher	   Reihenfolge?	   Was	   können	   wir	   davon	   über	   die	  Funktion	  von	  Lhx5	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  lernen?).	  In	  einem	  zweiten	  Schritt	  soll	  die	  genaue	  mechanistische	  Erklärung	  der	  obengenannten	  Phänomene	   gefunden	   werden	   (d.h.	   was	   für	   Gene	   werden	   von	   Lhx5	   aktiviert	   oder	  gehemmt?).	  Am	  Ende	  sollte	  es	  dadurch	  möglich	  sein,	  das	  GRN	  zu	  entschlüsseln,	  das	  für	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  verantwortlich	  ist.	  Die	  Entschlüsselung	  dieses	  GRNs	   soll	  durch	   folgende	  Ziele	   erreicht	  werden:	  Als	   erstes	  sollten	   Lhx1/Lhx5-­‐Einzel-­‐	   bzw.	   Doppelmutanten	   auf	   Defekte	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers	   untersucht	   werden	   und	   der	   gefundene	   Defekt	   (Phänotyp)	  vollständig,	   auf	   zellulärer	   Ebene	   analysiert	   werden.	   Als	   zweites	   sollten	  Expressionsanalysen	   von	   mutanten	   Gehirnen	   mithilfe	   von	   Microarrays	   durchgeführt	  werden,	   um	   eine	   erste	   Karte	   der	   funktionalen	   Landschaft	   des	   Transkriptionsfaktors	  
Lhx5	   auf	   Transkriptomebene	   zu	   erhalten.	   Diese	   Ergebnisse	   wurden	   mit	   quantitativer	  
real-­time	  Polymerasekettenreaktion	  (qRT-­PCR)	  validiert.	  Auf	  Grundlage	  der	  Microarray,	  wurde	   eine	   weitere	   Expressionsanalyse	   mithilfe	   von	   in	  situ	   Hybridisierung	  durchgeführt.	   Als	   drittes	   sollten	   die	   direkten	   Ziele	   des	   Transkriptionsfaktors	   durch	  
ChIP-­Seq	   identifiziert	   werden	   und	   diese	   Ergebnisse	   anschließend	   durch	   Luciferase-­‐
Assays	   validiert	   werden.	   Schließlich	   sollte	   anhand	   der	   erhaltenen	   Daten	   ein	  Genregulationsnetzwerk	  erstellt	  werden,	  das	  die	  Rolle	  von	  Lhx5	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  erklärt.	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2 Material	  und	  Methoden	  
2.1 Material	  
2.1.1 Antikörper	  
Tabelle	  1:	  verwendete	  Antikörper	  
Bezeichnung	   Hersteller	   Reaktivität	   Organismus	   Verdünnung	  
Primäre	  Antikörper	  Anti-­‐Neurofilament	  (2H3)	   DSHB	   Anti-­‐Neurofilament	   Maus	   1:100	  Anti-­‐Lhx1/5	  (4F2)	   DSHB	   Anti-­‐Lhx1/5	   Maus	   1:50	  Anti-­‐BrdU	  (Ab6326)	   Abcam	   Anti-­‐BrdU	   Ratte	   1:100	  Ki-­‐67	  (550609)	   Becton	  Dickinson	   Anti-­‐Ki67	   Maus	   1:100	  Anti-­‐Caspase	  3	  (Ab13847)	   Abcam	   Anti-­‐aktive	  Caspase	  3	   Kaninchen	   1:300	  Anti-­‐GFP	  (Ab13970)	   Abcam	   Anti-­‐GFP	   Hühnchen	   1:100	  Anti-­‐BrdU	  (340649)	   Becton	  Dickinson	   Anti-­‐BrdU	  Anti-­‐IddU	   Maus	   1:100	  Anti-­‐ßIII-­‐Tubulin	  (T8660)	   Sigma-­‐Aldrich	   Anti-­‐ßIII-­‐Tubulin	   Maus	   1:100	  
Sekundäre	  Antikörper	  Alexa	  Fluor®488	  goat	  anti-­‐chicken	  (A11039)	   Life	  Technologies	   Anti-­‐Hühnchen	  IgG	   Ziege	   1:300	  Alexa	  Fluor®488	  goat	  anti-­‐rabbit	  (A11034)	   Life	  Technologies	   Anti-­‐Kaninchen	  IgG	   Ziege	   1:300	  Alexa	  Fluor®488	  goat	  anti-­‐mouse	  (A10667)	   Life	  Technologies	   Anti-­‐Maus	  IgG,	  IgA,	  IgM	   Ziege	   1:300	  Alexa	  Fluor®568	  goat	  anti-­‐rat	  (A11077)	   Life	  Technologies	   Anti-­‐Ratte	  IgG	   Ziege	   1:300	  Alexa	  Fluor®594	  goat	  anti-­‐mouse	  (A11005)	   Life	  Technologies	   Anti-­‐Maus	  IgG	   Ziege	   1:300	  
Antikörper	  für	  in	  situ	  Hybridisierung	  Anti-­‐Digoxigenin-­‐AP	  (11093274910)	   Roche	   Anti-­‐Digoxigenin	   Schaf	   1:500	  	  
2.1.2 Chemikalien	  und	  Reagenzien	  Agarose	  (Sigma;	  A9539)	  Ammoniumacetat	  (NH4Ac)	  (Sigma;	  A1542)	  Ampicillin	  (Sigma;	  A5354)	  Blocking	  Powder	  für	  Immunhistochemie	  (PerkinElmer,	  FP1012)	  Blocking	  Reagenz	  (BR)	  (Roche;	  11096176001)	  5-­‐Brom-­‐4-­‐chlor-­‐3-­‐indoxyl-­‐β-­‐D-­‐galactopyranosid	  (X-­‐Gal)	  (Gibco;	  15520-­‐018)	  Bromdesoxyuridin	  (BrdU)	  (Sigma,	  B5002)	  Denhardt’s	  Solution	  (50x)	  (Sigma;	  D9905)	  DePeX	  (Serva;	  18243.01)	  Dextransulfat	  (Sigma;	  D8906)	  4’,6’-­‐Diamidin-­‐2-­‐phenylindol	  (DAPI)	  (Roth;	  6335.1)	  Diethylpyrocarbonat	  (DEPC)	  (AppliChem;	  A0881)	  DIG-­‐RNA	  labelling	  Mix	  (10x)	  (Roche,	  Cat.	  No.	  11	  277	  073	  910)	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N,N-­‐Dimethylformamid	  (Sigma;	  D4551)	  Dimethylsulfoxid	  (DMSO)	  (Merck;	  1.02950.0500)	  Dinatriumhydrogenphosphat	  (Na2HPO4)	  (AppliChem;	  A3567)	  Desoxyribonukleosidtriphosphate	  (dNTP)	  (10	  mM)	  (Roche;	  11814362001)	  Doxycyclin	  (Sigma;	  D9891)	  Dulbecco’s	  Modified	  Eagle	  Medium	  (DMEM)	  (Life	  technologies;	  11965-­‐092)	  Eosin	  Y	  (Merck;	  1345)	  Essigsäure	  (Merck;	  1000632500)	  Essigsäureanhydrid	  (Sigma;	  A6404)	  Ethanol	  (Sigma;	  32205)	  Ethylendiamintetraacetat	  (EDTA,	  0,5	  M)	  (Gibco;	  15575)	  EZview	  Red	  Anti-­‐FLAG	  M2	  Affinity	  Gel	  (Sigma;	  F2420)	  Fetal	  Bovine	  Serum	  (FBS)	  (Life	  technologies;	  16000-­‐044)	  Formaldehydlösung	  (Merck;	  1.03999.1000)	  Formamid	  (Sigma;	  47670)	  FuGENE	  HD	  Transfection	  Reagent	  (Promega;	  E2311)	  GC-­‐Rich	  Resolution	  Solution	  (5x)	  (Roche;	  04340868001)	  Gelatine	  (Applichem;	  A16930500)	  Geneticin	  (G418)	  (Life	  technologies;	  10131-­‐027)	  Glutaraldehyd	  (Merck;	  1.04239.1000)	  Glycin	  (Applichem;	  A13771000)	  Glycoblue	  (Ambion;	  AM9515)	  GoTaq	  Flexi	  Buffer	  (5x)	  (Promega;	  M891A)	  Hepes	  (Sigma;	  H4034)	  Histokitt	  (Roth;	  T160.2)	  Ioddesoxyuridin	  (IddU)	  (Sigma;	  I7125)	  Isofluran	  (Baxter;	  HDG9623)	  Isopropanol	  (VWR;	  20842.330)	  Kaliumchlorid	  (KCl)	  (Merck;	  4936)	  Kaliumdihydrogenphosphat	  (KH2PO4)	  (Roth;	  3904.1)	  Kaliumhexacyanidoferrat(II)	  (K4Fe(CN)6)	  (Merck;	  1049840100)	  Kaliumhexacyanidoferrat(III)	  (K3Fe(CN)6)	  (Riedel	  de	  Haen;	  12643)	  Kanamycin	  (Sigma,	  60615)	  Kresylviolett	  (Sigma;	  C5042)	  N-­‐Lauroylsarcosine	  sodium	  salt	  solution	  (20%)	  (Sigma;	  L7414)	  
Lysogeny	  broth	  (LB)-­‐Agar	  Medium	  (Bio	  101	  Systems,	  3002-­‐236)	  LB-­‐Medium	  (Bio	  101	  Systems;	  3002-­‐032)	  Levamisol	  (Sigma;	  L9756)	  Magnesiumchlorid	  (MgCl2)	  (AppliChem;	  A3618)	  Magnesiumchlorid	  (PCR)	  (MgCl2)	  (25	  mM)	  Promega;	  A3513)	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Maxima	  SYBR	  Green/Rox	  qPCR	  Master	  Mix	  (Thermo	  Scientific;	  K0221)	  ß-­‐Mercaptoethanol	  (Sigma,	  M6250)	  Methanol	  (AppliChem;	  A0688)	  M-­‐MLV	  RT	  5x	  Reaction	  Buffer	  (Promega;	  M531A)	  Mowiol	  (Roth;	  0713.2)	  Natriumacetat	  (NaOAc)	  (Sigma;	  S2889)	  NBT/BCIP	  Stock	  Solution	  (Roche;	  11681451001) Natriumchlorid	  (NaCl)	  (AppliChem;	  A3597)	  Natriumcitrat	  (Merck;	  106448.0500)	  Natriumdihydrogenphosphat	  (NaH2PO4)	  (Sigma;	  S3139)	  Natriumdodecylsulfat	  (SDS)	  (Roth;	  2326.2)	  Natriumphosphat	  (Na3PO4)	  (Baker;	  0307)	  Nonidet	  P40	  (NP-­‐40)	  (Fluka;	  74385)	  Normal	  goat	  serum	  (NGS)	  (PAA;	  B11-­‐035)	  Nuclear	  Fast	  Red	  (Sigma;	  N8002)	  OligodT	  (ThermoScientific;	  S0131)	  
Optimal	  cutting	  temperature	  (OCT)	  (Hartenstein;	  TTEK)	  Paraffin	  (Langenbrinck;	  10-­‐0001)	  Paraformaldehyd	  (PFA)	  (Aldrich;	  16005)	  Penicillin-­‐Streptomycin	  (Pen/Strep)	  (100x)	  (Life	  technologies;	  10378-­‐016)	  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol	  (25:24:1)	  (Roth;	  A156.2)	  Phosphatgepufferte	  Salzlösung	  (PBS,	  Zellkultur)	  (Gibco;	  14190-­‐094)	  Polyvinylalkohol	  (PVA)	  (Sigma;	  P1763)	  Polyvinylpyrrolidon	  K30	  (PVP)	  (Sigma;	  81420)	  Pwo	  SuperYield	  PCR	  Buffer	  (10x)	  (Roche;	  04340868001)	  Random	  Hexamers	  (Invitrogen;	  N8080127)	  Ribonukleinsäure	  (RNA)	  von	  baker's	  yeast	  (S.	  cerevisiae)	  (Sigma;	  R6750)	  RNAlater	  ICE	  (Ambion;	  AM7031)	  RNA	  Polymerase	  Reaction	  Buffer	  (10x)	  (New	  England	  Biolabs;	  B9012)	  RNase	  Inhibitor	  (Fermentas,	  Cat.	  No.	  E00311)	  Salzsäure	  (HCl,	  37%)	  (Merck;	  1003171000)	  Schafserum	  (PAA;	  B11-­‐032)	  TO-­‐PRO-­‐3	  (Invitrogen;	  T3605)	  Triethanolamin	  (TEA)	  (Sigma;	  90279)	  Tris	  (Roth;	  4855.2)	  Tris-­‐HCl	  (Roth;	  9090.2)	  Triton	  X-­‐100	  (Sigma;	  T8787)	  Trypsin-­‐EDTA	  (0,05%)	  (Life	  technologies;	  25300054)	  TurboFect	  Transfection	  Reagent	  (Thermo	  Scientific;	  R0531)	  Tween-­‐20	  (Sigma;	  P9416)	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Xylol	  (VWR;	  28975.325)	  	  
2.1.3 DNA-­‐Templates	  für	  in	  situ	  Hybridisierung	  Foxb1	  (Genepaint.org;	  RNA	  Sonde	  9)	  Lhx1	  (Genepaint.org;	  RNA	  Sonde	  240)	  Lhx5	  (Genepaint.org;	  RNA	  Sonde	  253)	  Otp	  (Genepaint.org;	  RNA	  Sonde	  617)	  Shh	  (Genepaint.org;	  RNA	  Sonde	  283)	  Sim1	  (Genepaint.org;	  RNA	  Sonde	  1296)	  	  
2.1.4 Enzyme	  AscI	  (New	  England	  Biolabs;	  R0558S)	  AseI	  (New	  England	  Biolabs;	  R0526S)	  BamHI	  (New	  England	  Biolabs;	  R0136S)	  BglII	  (New	  England	  Biolabs;	  R0144S)	  DNA	  Polymerase	  I,	  Large	  (Klenow)	  Fragment	  (New	  England	  Biolabs;	  M0210S)	  DNase	  I	  (Roche;	  04716728001)	  Go	  Taq	  Polymerase	  (Promega;	  M8305)	  HindIII	  (New	  England	  Biolabs;	  R104S)	  M-­‐MLV-­‐RT	  Polymerase	  (Promega;	  M3681)	  NheI	  (New	  England	  Biolabs;	  R0131S)	  Proteinase	  K	  (Roche;	  03115828001)	  Pwo	  SuperYield	  DNA	  Polymerase	  RNase	  A	  (Roche;	  101091420001)	  RNase	  H	  (Thermo	  Scientfic;	  EN0201)	  SalI	  (New	  England	  Biolabs;	  R0138S)	  SpeI	  (New	  England	  Biolabs;	  R0133S)	  Sp6	  Polymerase	  (New	  England	  Biolabs;	  M0207)	  T3	  Polymerase	  (Stratagene;	  600112-­‐51)	  T4	  DNA-­‐Ligase	  (New	  England	  Biolabs;	  M202S)	  T7	  Polymerase	  (New	  England	  Biolabs;	  M0251S)	  	  
2.1.5 Geräte	  Axioplan	  2	  Fluoreszenzmikroskop	  (Zeiss)	  Bakterien-­‐Inkubator	  B6060	  (Heraeus)	  Bakterienschüttler	  Centromat	  BS-­‐1	  (Braun	  Biotech	  international)	  Binokular	  Stemi	  2000-­‐CS	  (Zeiss)	  Dampfkochtopf	  (Silit)	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Einfriercontainer	  Mr.	  Frosty	  (Nalgene)	  Gelelekrophorese-­‐Kammer	  Sub	  Cell	  GT	  (Bio-­‐Rad)	  Hybridisierungsofen	  InSlide	  Out	  (Boekel	  Scientific)	  Kryostat	  CM3050S	  (Leica)	  Lsm	  700	  	  konfokales	  Mikroskop	  (Zeiss)	  MicroPulser	  Elektroporator	  (Bio-­‐Rad)	  Mikrotom	  cut	  4060	  (microTec)	  Netzteil	  Power	  Pac	  200	  (Biorad)	  StepOne	  Plus	  Real-­‐Time	  PCR	  System	  (Applied	  Biosystems)	  Sterilbank	  Herasafe	  (Heraeus)	  Thermocycler	  (VWR)	  Thermomixer	  comfort	  (Eppendorf)	  Tischzentrifuge	  (Eppendorf)	  Vortex	  Mixer	  (Neolab)	  Wasserbad	  (Jalabo)	  Zellkultur-­‐Zentrifuge	  5810R	  (Eppendorf)	  	  
2.1.6 Kits	  Dual-­‐Luciferase	  Reporter	  Assay	  System	  (Promega;	  E1960)	  PeqGold	  Plasmid	  Miniprep	  Kit	  I	  (Peqlab;	  12-­‐6942-­‐02)	  RNeasy	  Micro	  Kit	  (50)	  (Qiagen;	  74004)	  	  
2.1.7 Primer	  
Tabelle	  2:	  verwendete	  Primer	  
Bezeichnung	   Sequenz	  (5’-­3’)	  
Primer	  zur	  Genotypisierung	  Foxb1	  (GAB20)	   CACTGGGATGGCGGGCAACGTCTG	  Foxb1	  (GAB22)	   CATCGCTAGGGAGTACAAGATGGC	  Foxb1	  (EGFP)	   CTCGGCATGGACGAGCTGTACAAG	  Lhx1	  (F1)	   GAAAACCCAGATTTGCCACCGCAC	  Lhx1	  (F2)	   ATCCAAATCCGCCTCACAGTAGAG	  Lhx1	  (R)	   ATGCACAGCAGGTCGGTGTTTCTG	  Lhx5	  (F1)	   TTCACTCCAGGCCAAACTCTCAGC	  Lhx5	  (F2)	   CTTGGACGAGTCTGAGATGTTGGG	  Lhx5	  (R)	   CCTGTGCTAATGAGTCTGTCGAGG	  ROSA26R	  (F)	   CGTCACACTACGTCTGAACGTCG	  ROSA26R	  (R)	   CAGACGATTCATTGGCACCATGC	  
Primer	  zur	  Amplifikation	  von	  Templates	  für	  in	  situ	  Hybridisierung	  ISH	  Arx-­‐F	   CTCAGCACCACTCAAGACCA	  ISH	  Arx-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTGAGCGTGACACTTCTCCAC	  ISH	  Barhl1-­‐F	   TCCATTCTCTCCCACCGA	  ISH	  Barhl1-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGGTGCTTTGCGTGGCTTTT	  ISH	  Cx36-­‐F	   AGTGACTCTGCCTATGTGTGAAAG	  ISH	  Cx36-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGATGACCATCTCATAAGTGGTGTTG	  ISH	  Foxb2-­‐F	   CTCACCTACACTCAGGAAGCAG	  ISH	  Foxb2-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTCCCCTAAGAAGAATGCACCAAC	  ISH	  Gal-­‐F	   ATCCTGCACTGACCAGCC	  ISH	  Gal-­‐R	  	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTTGGCTTGAGGAGTTGGC	  ISH	  Lmo1-­‐F	  	   TAGTTCCTTGCAATTCTGAGGC	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ISH	  Lmo1-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGCTTCCCATCGAGGATGAAGTT	  ISH	  Lrtm1-­‐F	   CTGGATTCAGGGAAAGAGAATG	  ISH	  Lrtm1-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGATCTCTCCAGCCAGAGTTTCAG	  ISH	  Lypd1-­‐F	   AAGGGAGTCTTTTTGTTCCCTC	  ISH	  Lypd1-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTACAACGTGTCCTCTCAGCAGT	  ISH	  Nkx2-­‐4-­‐F	   CATGGGCAGCTACTGCAAC	  ISH	  Nkx2-­‐4-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGCTTGCCGTCCTTCACCAG	  ISH	  Ntm-­‐F	   TCGGTACAGATAGACAATCACCC	  ISH	  Ntm-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGGTCACACAGTGCAGCTTGTGG	  ISH	  Olig2-­‐F	   GATGCTTATTACAGACCGAGCC	  ISH	  Olig2-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGGTGACTTGAGCAGGCCGT	  ISH	  Shootin1-­‐F	   GAGATCAAATTGTGTCTGTTCAGG	  ISH	  Shootin1-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTCTTTCTTAGCACTATTGCCACTG	  ISH	  Tbx3-­‐F	   TACTGAAACCGACTTCCAGGAG	  ISH	  Tbx3-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTCAGTTTGTGGAAAGTGACGAC	  ISH	  Wnt5a-­‐F	   AGTCCCACTCCCAGGACC	  ISH	  Wnt5a-­‐R	   GCGATTTAGGTGACACTATAGTCAGCTGGGCTAACACAAGA	  Sp6	   GCGATTTAGGTGACACTATAG	  T7	   GCGTAATACGACTCACTATAGGG	  T3	   GCAATTAACCCTCACTAAAGGG	  
Primer	  für	  die	  quantitative	  real-­time	  PCR	  (qRT-­PCR)	  Arx-­‐F	   CACTACCCTGACGTCTTCAC	  Arx-­‐R	   CCTCTGTCAGGTCCAGCCTC	  Barhl1-­‐F	   GTGTCAGCAGCGCTTCATCAG	  Barhl1-­‐r	   GTGCGTGCTTTGCGTGGCT	  Cx36-­‐F	   CAGCAGCACTCCACTATGATTG	  Cx36-­‐R	   CTCATCATCGTACACCGTCTC	  EF1α-­‐F	   AATGGAAGCAGCTGGCTTCACTGC	  EF1α-­‐R	   GCTATGTGGGCTGTGTGACAATCC	  Foxb2-­‐F	   AAGCCGCCCTACTCTTACATCTC	  Foxb2-­‐R	   TTCTCAGCCGAATGCTGGAT	  Gal-­‐F	   GAGAGGTTGGACCCTGAACAG	  Gal-­‐R	   GTAACTCCCTCTTGCCTGTG	  Lmo1-­‐F	   GAGATGATGGTGCTGGACAAG	  Lmo1-­‐R	   CTTAGGTTGGACGGAGAGCATC	  Lrtm1-­‐F	   GTCTGAAACTCTGGCTGGAG	  Lrtm1-­‐R	   GTGAGGAATGGAGAGGAGAG	  Lypd1-­‐F	   GCACCGTGAACGTTCAAGAC	  Lypd1-­‐R	   CTGCTGACGATGCACACGAC	  Nkx2-­‐4-­‐F	   GAGTGCTCTTCTCGCAAG	  Nkx2-­‐4-­‐R	   CGTCAGGTGGATCATGCTG	  Ntm-­‐F	   GCTATGGACAACGTGACGGTC	  Ntm-­‐R	   GACTCGGTTGTCAATTGTG	  Olig2-­‐F	   CAGCGAGCACCTCAAATC	  Olig2-­‐R	   CTAAGCTCTCGAATGATCCTTC	  Otp-­‐F	   CATCTTCATGCGTGAGGAGC	  Otp-­‐R	   GAACACGTTGGTGGTCTTCTTG	  Shootin1-­‐F	   GTTCAGTGTCAGAAGCAAATC	  Shootin1-­‐R	   GCTCGATGGCTAACACCTTC	  Tbx3-­‐F	   GAACTTTGGGACCAGTTTCAC	  Tbx3-­‐R	   CCAGTCCAGAGCACCTCAC	  Wnt5a-­‐F	   CACGCATCCTCATGAACTTAC	  Wnt5a-­‐R	   CTTACAGGCTACATCTGC	  
Primer	  zur	  Klonierung	  NheI-­‐Foxb2-­‐F	   TGCTAGCAGATACACATCGAGCAATTTAC	  HindIII-­‐Foxb2-­‐R	   GTGAAGCTTTTAAAACTATAAGTTAATTAAG	  NheI-­‐Lmo1-­‐F	   TGCTAGCACATTTAATCCAACTTTAATC	  HindIII-­‐Lmo1-­‐R	   GTGAAGCTTACCAGTTTGGGAATTAAGGTC	  NheI-­‐Tbx3-­‐F	   TGCTAGCCACAGTCTTGTGTCAAAGGATTAC	  HindIII-­‐Tbx3-­‐R	   GTGAAGCTTGTGTTTTGTAAGGCTTGCTAC	  StrepXLhx5-­‐F	   ACCGCGGTCCTCGAGATGGTGCACTGTGCTGGCTGTG	  Lhx5XStrep-­‐R	   GTGCACCATCTCGAGGACCGCGGTCTCGGCGCCTTTTTC	  Lhx5-­‐R	   ATGGCGCGCCTTACCATACGGCCGCTTC	  3FLAG-­‐F	   GCAGATCTGCCACCATGGACTACAAAGACCATGAC	  3FLAG-­‐R	   GACTCGAGGGCCGCAAGCTTGTCATCGTCATC	  	  
2.1.8 Puffer	  und	  Lösungen	  Blocking	  Buffer	  ISH	   	   	   	   2%	  BR	  
Material	  und	  Methoden	  
	   25	  
10%	  Schafserum	  137	  mM	  NaCl	  2,7	  mM	  KCl	  10	  mM	  Na2HPO4	  2	  mM	  KH2PO4	  0,05%	  Tween-­‐20	  pH7,4	  	  DEPC-­‐H2O	   	   	   	   	   0,01%	  DEPC	  	   	   	   	   	   	   99,9%	  H2O	  	  Developing	  Buffer	   	   	   	   0,1	  M	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,1	  M	  Tris	  	   	   	   	   	   	   0,05M	  MgCl2	  	   	   	   	   	   	   2	  mM	  Levamisol	  pH	  9,5	  	  Einfriermedium	  	   	   	   	   40%	  DMEM	  High	  Glucose	  	   	   	   	   	   	   50%	  FBS	  	   	   	   	   	   	   10%	  DMSO	  	  Elution	  Buffer	   	   	   	   	   50	  mM	  Tris	  	   	   	   	   	   	   10	  mM	  EDTA	  	   	   	   	   	   	   1%	  SDS	  	   	   	   	   	   	   pH	  8	  	  0,1%	  Eosin	   	   	   	   	   0,1%	  Eosin	  in	  H2O	  	  90%	  Ethanol	  (ISH)	   	   	   	   90%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   10%	  DEPC-­‐H2O	  	  70%	  Ethanol	  (ISH)	   	   	   	   70%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   30%	  DEPC-­‐H2O	  	  50%	  Ethanol	  (ISH)	   	   	   	   50%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   50%	  DEPC-­‐H2O	  	  70%	  Ethanol	   	   	   	   	   70%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   30%	  H2O	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80%	  Ethanol	   	   	   	   	   80%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   20%	  H2O	  	  90%	  Ethanol	   	   	   	   	   90%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   10%	  H2O	  	  96%	  Ethanol	   	   	   	   	   96%	  Ethanol	  	   	   	   	   	   	   4%	  H2O	  	  Fixierlösung	   	   	   	   	   1%	  Formaldehyd	  	   	   	   	   	   	   0,2%	  Glutaraldehyd	  	   	   	   	   	   	   0,02%	  NP-­‐40	  137	  mM	  NaCl	  2,7	  mM	  KCl	  10	  mM	  Na2HPO4	  2	  mM	  KH2PO4	  pH	  7,4	  	  11%	  Formaldehyd	   	   	   	   50	  mM	  Hepes	  	   	   	   	   	   	   100	  mM	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   1	  mM	  EDTA	  	   	   	   	   	   	   11%	  Formaldehyd	  	  50%	  Formamid	   	   	   	   	   50%	  Formamid	  	   	   	   	   	   	   0,03	  M	  Natriumcitrat	  	   	   	   	   	   	   0,3	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	  	  2,5	  M	  Glycin	   	   	   	   	   2,5	  M	  Glycin	  in	  H2O	  	  0,2	  N	  HCl	   	   	   	   	   0,2	  M	  HCl	  in	  H2O	  	  Hybridization	  Mix	  (Hyb-­‐Mix)	   	   	   50%	  Formamid	  10%	  Dextransulfat	  1x	  Denhardt’s	  solution	  250	  µg/ml	  Ribonukleinsäure	  von	  baker's	  yeast	  	  1%	  N-­‐Lauroylsarcosine	  sodium	  salt	  solution	  0,3	  M	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   20	  mM	  Tris	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   5	  mM	  EDTA	  	   	   	   	   	   	   10	  mM	  Na3PO4	  	   	   	   	   	   	   pH	  8	  	  1,5%	  Kresylviolettlösung	   	   	   1,5%	  Kresylviolett	  	   	   	   	   	   	   0,01	  M	  Natriumacetat	  	   	   	   	   	   	   0,01	  M	  Essigsäure	  	  Lysis	  Buffer	  (ChIP)	   	   	   	   50	  mM	  Tris	  	   	   	   	   	   	   150	  mM	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   1	  mM	  EDTA	  	   	   	   	   	   	   1%	  Triton	  X-­‐100	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,4	  	  0,9%	  NaCl	   	   	   	   	   0,9%	  NaCl	  in	  H2O	  	  	  3	  M	  NaOAc	   	   	   	   	   3	  M	  NaOAc	  in	  H2O	  	  NBT/BCIP	   	   	   	   	   0,1	  M	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,1	  M	  Tris	  	   	   	   	   	   	   0,05M	  MgCl2	  	   	   	   	   	   	   2	  mM	  Levamisol	  	   	   	   	   	   	   5%	  PVA	  NBT/BCIP	  Stock	  Solution	  (0,00037	  M	  NBT,	  0,00035	  M	  BCIP)	   	   	   	  	  pH	  9,5	  	  Neuro2a-­‐Medium	   	   	   	   89%	  DMEM	  High	  Glucose	  	   	   	   	   	   	   10%	  FBS	  	   	   	   	   	   	   1%	  Pen/Strep	  	  10%	  normal	  goat	  serum	   (NGS)	   	   	   10%	  NGS	  	   	   	   	   	   	   0,1	  M	  Tris	  	   	   	   	   	   	   0,15	  M	  NaCl	  0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	  	  PBS	  (phosphate	  buffered	  saline)	   	   	   137	  mM	  NaCl	  2,7	  mM	  KCl	  10	  mM	  Na2HPO4	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2	  mM	  KH2PO4	  pH7,4	  	  PBST	  (phosphate	  buffered	  saline	  Tween-­20)	   137	  mM	  NaCl	  2,7	  mM	  KCl	  10	  mM	  Na2HPO4	  2	  mM	  KH2PO4	  0,05%	  Tween-­‐20	  pH7,4	  	  4%	  PFA	  (Fixierung)	   	   	   	   2,5%	  PVP	  (K30)	  	   	   	   	   	   	   4%	  Paraformaldehyd	  (1,33	  M)	  	   	   	   	   	   	   0,1	  M	  Phosphatpuffer	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,4	  	  4%	  PFA	  (ISH)	   	   	   	   	   4%	  Paraformaldehyd	  	  (1,33	  M)	  137	  mM	  NaCl	  2,7	  mM	  KCl	  10	  mM	  Na2HPO4	  2	  mM	  KH2PO4	  	   	   	   	   	   	   0,05%	  Tween-­‐20	  pH	  7,4	  	  0,1	  M	  Phosphatpuffer	  (2	  l)	   	   	   5,24	  g	  NaH2PO4*2H2O	  	   	   	   	   	   	   28,82	  g	  Na2HPO4*H2O	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,4	  	  10%	  PVA	   	   	   	   	   10%	  Polyvinylalkohol	  	   	   	   	   	   	   90%	  H2O	  	  RNase	  Buffer	   	   	   	   	   0,5	  M	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,01	  M	  Tris	  	   	   	   	   	   	   0,005	  M	  EDTA	  pH	  8	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	  	  0,1x	  SSC	  (saline-­sodium	  citrate	  buffer)	   	   0,0015	  M	  Natriumcitrat	  	   	   	   	   	   	   0,015	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	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2x	  SSC	   	   	   	   	   	   0,03	  M	  Natriumcitrat	  	   	   	   	   	   	   0,3	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	  	  5x	  SSC	   	   	   	   	   	   0,075	  M	  Natriumcitrat	  	   	   	   	   	   	   0,75	  M	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	  	  Stopp-­‐Lösung	   	   	   	   	   0,024	  M	  MgCl2	  	   	   	   	   	   	   1	  U/µl	  DNase	  I	  	  TAE	  (Tris-­‐Acetat-­‐EDTA)	  	   	   	   40	  mM	  Tris	  	   	   	   	   	   	   20	  mM	  Essigsäure	  	   	   	   	   	   	   1	  mM	  EDTA	  	  Tail	  Lysis	  Buffer	  	   	   	   	   50	  mM	  KCl	  10	  mM	  Tris	  2,5	  mM	  MgCl2	  0,1	  mg/ml	  Gelatine	  0,45	  %	  NP-­‐40	  0,45	  %	  Tween-­‐20	  	  TBS	  (Tris-­buffered	  saline)	   	   	   50	  mM	  Tris	  	   	   	   	   	   	   150	  mM	  NaCl	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,4	  	  TE	  (Tris-­‐EDTA)	   	   	   	   	   10	  mM	  Tris	  	   	   	   	   	   	   1	  mM	  EDTA	  	   	   	   	   	   	   pH	  8	  	  TEA	   	   	   	   	   	   0,1	  M	  TEA	  	   	   	   	   	   	   pH	  8	  	  TNB	  (Tris-­NaCl	  blocking	  buffer)	   	   	   0,1	  M	  Tris	  	   	   	   	   	   	   0,15	  M	  NaCl	  0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   1%	  Blocking	  Powder	  pH	  7,5	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TNT	  (Tris-­‐NaCl-­‐Tween)	   	   	   	   0,1	  M	  Tris	  	   	   	   	   	   	   0,15	  M	  NaCl	  0,05%	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  7,5	  	  Tris-­‐EDTA-­‐Puffer	   	   	   	   10	  mM	  Tris	  	   	   	   	   	   	   1	  mM	  EDTA	  	   	   	   	   	   	   0,05	  %	  Tween-­‐20	  	   	   	   	   	   	   pH	  9	  	  10	  mM	  Tris-­‐HCl	   	   	   	   	   10	  mM	  Tris	  pH8,8	  	  X-­‐Gal	  Färbelösung	   	   	   	   1	  mg/ml	  X-­‐Gal	  5	  mM	  K3Fe(CN)6	  5	  mM	  K4Fe(CN)6	  0,5	  mM	  MgCL2	  137	  mM	  NaCl	  2,7	  mM	  KCl	  10	  mM	  Na2HPO4	  2	  mM	  KH2PO4	  pH7,4	  	  
2.1.9 Vektoren	  
Lmo1-­‐Expressionsvektor	  (Origene;	  MC203585)	  pGL4.26	  (Promega;	  E844A)	  pGL4.75	  (Promega;	  E693A)	  pTet-­‐ON-­‐Advanved	  Vektor	  (Clontech;	  631069)	  pTRE-­‐Tight	  Vektor	  (Clontech;	  631059)	  pXL200-­‐EmGFP	  (Xunlei	  Zhou)	  	  
2.1.10 Verbrauchsmaterial	  ABgene	  96-­‐well	  PCR	  plate	  (Axonlab;	  AB-­‐1400)	  Deckgläser	  (Marienfeld;	  0101243)	  Microseal	  Klebesiegel	  (Bio-­‐Rad;	  MSB-­‐1001)	  Objektträger	  (Hartenstein;	  OTS)	  
PCR-­‐Reaktionsgefäße	  (Kisker;	  G003)	  QIAshredder	  Säulen	  (Qiagen;	  79654)	  1,5	  ml	  Reaktionsgefäße	  (Sarstedt;	  72690001)	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2,0	  ml	  Reaktionsgefäße	  (Greiner;	  623201)	  15	  ml	  Reaktionsgefäße	  (Greiner;	  	  188271)	  50	  ml	  Reaktionsgefäße	  (Greiner;	  	  227261)	  silanisierte	  Glaswolle	  (Sigma,	  20411)	  Zellkulturflaschen	  (Greiner,	  Cellstar)	  Zellkulturplatten	  (Greiner,	  Cellstar)	  Zellschaber	  (Greiner;	  541070)	  	  
2.1.11 Zellen	  MAX	  Efficiency	  DH10ß	  kompetente	  Zellen	  (Life	  technologies;	  18297010)	  Neuro2a-­‐Zelllinie	  	  
2.2 Methoden	  
2.2.1 Molekularbiologische	  Methoden	  2.2.1.1 Methoden	  der	  DNA-­‐Isolation	  und	  -­‐Aufreinigung	  Die	   Isolation	   und	   Aufreinigung	   von	   DNA-­‐Proben	   ist	   der	   Ausgangspunkt	   vieler,	   molekularbiologischer	  Methoden.	  Dabei	  können	  unterschiedliche	  Methoden	  unterschieden	  werden:	  	  
Phenol-­Chloroform-­Extraktion	  Die	  Phenol-­‐Chloroform-­‐Extraktion	  dient	  der	  Aufreinigung	  von	  DNA	  aus	  Zellextrakten	  bzw.	  aus	  Gemischen	  von	  Proteinen	  und	  Lipiden.	  Die	  Extraktion	  wurde	  nach	  dem	  Protokoll	   in	  Molecular	   Cloning	   (Green	   and	  Sambrook.	  15.	  Juni,	  2012.	  4th	  Edition.	  Cold	  Spring	  Harbor	  Laboratory	  Press)	  durchgeführt.	  Die	  erhaltene	  
DNA	  wurde	  mit	  der	  Isopropanolpräzipitation	  gefällt.	  	  
Präzipitation	  von	  DNA	  mit	  Isopropanol	  Die	   DNA-­‐Fällung	   mit	   Isopropanol	   dient	   als	   letzter	   Aufreinigungsschritt	   von	   DNA	   bei	   z.B.	   der	   Phenol-­‐Chloroform-­‐Extraktion.	   Die	   Präzipitation	   wurde	   nach	   dem	   Protokoll	   in	   Molecular	   Cloning	   (Green	   and	  Sambrook.	  15.	  Juni,	  2012.	  4th	  Edition.	  Cold	  Spring	  Harbor	  Laboratory	  Press)	  durchgeführt.	  	  
Gelaufreinigung	  von	  DNA-­Fragmenten	  Die	   Gelaufreinigung	   von	  DNA-­‐Fragmenten	  wird	   für	   die	   Aufreinigung	   eines	  DNA-­‐Fragments	   bestimmter	  Größe	  nach	  Restriktionsenzymverdau	  bzw.	  eines	  PCR-­‐Produkts	  benötigt.	  Die	  Gelaufreinigung	  wurde	  nach	  dem	  Protokoll	  in	  [109]	  beschrieben	  durchgeführt.	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2.2.1.2 Polymerase-­‐Kettenreaktion	  Die	   Polymerase-­‐Kettenreaktion	   (polymerase	   chain	   reaction,	   PCR)	   ist	   eine	   Methode	   zur	   Vervielfältigung	  spezifischer	  DNA-­‐Bereiche.	  Hierbei	  flankieren	  Primer	  die	  Bereiche,	  die	  amplifiziert	  werden	  sollen.	  Durch	  die	  Primer	  können	  auch	  Sequenzen	  an	  den	  Enden	  des	  zu	  amplifizierenden	  Fragments	  hinzugefügt	  werden.	  	  
Genotypisierungs-­PCR	  In	   der	   Genotypisierungs-­‐PCR	   wurde	   der	   Genotyp	   von	   Mäusen	   mithilfe	   der	   Amplifikation	   von	  genotypspezifischen	  DNA-­‐Fragmenten	  bestimmt.	  Dazu	  wurden	  Biopsien	  von	  Schwanzspitzen	  der	  Mäuse	  lysiert,	  indem	  250	  µl	  Tail	  Lysis	  Buffer	  mit	  50	  µg	  Proteinase	  K	  zu	  den	  Biopsien	  gegeben	  und	  über	  Nacht	  bei	  55	   °C	  und	  500	  rpm	   in	  einem	  Themomixer	   inkubiert	  wurden.	  Anschließend	  wurde	   für	  1	  h	  bei	  85	  °C	  und	  500	  rpm	  in	  einem	  Thermomixer	  inkubiert.	  Das	  fertige	  Lysat	  konnte	  direkt	  in	  der	  PCR	  eingesetzt	  werden.	  Dazu	  wurde	  folgender	  Reaktionsmix	  für	  jede	  Probe	  erstellt:	  	  5x	  GoTaq	  Flexi	   	   4,0	  µl	  25	  mM	  MgCl2	   	   1,6	  µl	  10	  mM	  dNTPs	   	   0,4	  µl	  5	  U/µl	  Go	  Taq	   	   0,1	  µl	  
Primer	  F1	   	   0,1	  µl	  
Primer	  F2	   	   0,1	  µl	  
Primer	  R	   	   0,1	  µl	  Probe	   	   	   1,0	  µl	  H2O	   	   	   12,6	  µl	  	  Für	   die	   verwendeten	   Primer	   siehe	   Tabelle	   2.	   Die	   PCR	   wurde	   mit	   folgendem	   PCR-­‐Programm	  durchgeführt:	  	  5	  min	   	   	   94	  °C	  35	  Zyklen	  zu	  je	  20	  sek	   	   94	  °C	  30	  sek	   	   64	  °C	  40	  sek	   	   72	  °C	  10	  min	   	   	   72	  °C	  	  Die	  PCR-­‐Produkte	  wurden	  auf	  einem	  1,5%	  Agarose-­‐Gel	  analysiert.	  	  
High-­fidelity	  PCR	  Für	   die	   Amplifikation	   von	   langen	   bzw.	   der	   fehlerfreien	   Amplifikation	   von	   DNA-­‐Fragmenten	   für	   z.B.	  Klonierungen	   oder	   für	   die	   Herstellung	   von	   Ausgangs-­‐DNA	   für	   in	  situ	   Hybridisierungssonden	  wurde	   die	  
high-­fidelity	   PCR	   benutzt,	   da	   diese	   die	   Amplifikation	   von	   langen	   PCR-­‐Produkten	   mit	   einer	   geringen	  Fehlerrate	  ermöglicht.	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Für	   die	   high-­fidelity	   PCR	   wurde	   die	   Pwo	   SuperYield	   DNA	   Polymerase	   von	   Roche	   verwendet.	   Der	  Mastermix	   und	   das	  PCR-­‐Programm	  wurde	   dabei	   nach	   den	  Angaben	   im	   beiliegendem	  Protokoll	   (August	  2008)	   erstellt.	   Die	   Annealing-­‐Temperatur	   der	   Primer	   wurde	   mit	   der	   nearest	   neighbour	   Methode	   [110]	  bestimmt.	  Für	  Primer	  siehe	  Tabelle	  2.	  2.2.1.3 Methoden	  der	  Klonierung	  
Restriktionsenzym-­Verdau	  Der	   Restriktionsenzym-­‐Verdau	   dient	   dem	   Schneiden	   von	   DNA-­‐Fragmenten	   für	   z.B.	   Klonierungen.	   Der	  Verdau	  erfolgte	  mit	  Enzymen	  und	  den	  zugehörigen	  Puffersystemen	  von	  New	  England	  Biolabs	  und	  wurde	  nach	  den	  Angaben	  des	  Herstellers	  durchgeführt.	  	  
Entfernung	  von	  (DNA-­)Einzelstrangüberhängen	  Zur	  Entfernung	  von	  DNA-­‐Einzelstrangüberhängen	  wurden	  die	  DNA-­‐Fragmente	  mit	  der	  DNA	  Polymerase	  I,	  Large	  (Klenow)	  Fragment	  behandelt.	  Dieses	  Enzym	  entfernt	  3’-­‐Überhänge	  und	  füllt	  5’-­‐Überhänge	  auf.	  Dies	  wurde	  nach	  den	  Angaben	  des	  Herstellers	  durchgeführt.	  	  
Ligation	  von	  DNA-­Fragmenten	  Mithilfe	   der	   Ligation	   werden	   durch	   Restriktionsenzym-­‐Verdau	   generierte	   DNA-­‐Fragmente	  zusammengeführt.	  Die	   Ligation	   erfolgte	  mit	   Enzymen	  und	  Puffern	   von	  New	  England	  Biolabs,	  wobei	   bei	  Raumtemperatur	  mindestens	  über	  Nacht	  ligiert	  wurde.	  	  
Transformation	  von	  DH10ß	  kompetente	  Zellen	  (Escherichia	  coli)	  Die	   Transformation	   ist	   die	   nicht-­‐virale	   Übertragung	   von	  DNA	   in	   kompetente	   Bakterienzellen.	   Sie	   dient	  dabei	  der	  Vervielfältigung	  dieser	  DNA	  nach	  einer	  Klonierung.	  Für	  die	  Transformation	  von	  DH10ß	  wurde	  2	  µl	  Ligation	  zu	  48	  µl	  DH10ß	  kompetente	  Zellen	  gegeben	  und	   in	  einem	  MicroPulser	  Elektroporator	  von	  Bio-­‐Rad	  bei	  1,8	  kV	  elektroporiert.	  250	  µl	  LB-­‐Medium	  wurde	  zu	  den	  Bakterien	  gegeben	  und	  1h	  bei	  37	  °C	  und	   500	  rpm	   geschüttelt.	   Die	   Bakterien	   wurden	   anschließend	   auf	   LB-­‐Agarplatten	   mit	   dem	  entsprechendem	  Antibiotikum	  ausplattiert,	  damit	  nur	  Bakterien	  wachsen,	  die	  das	  Plasmid	  aufgenommen	  haben.	  	  
Plasmidpräparation	  Um	  die	  klonierten	  Plasmide	  aus	  den	  Bakterien	  wieder	  zu	  erhalten	  wurden	  Plasmidpräparationen	  mit	  dem	  PeqGold	   Plasmid	   Miniprep	   Kit	   I	   von	   Peqlab	   durchgeführt.	   Dazu	   wurde	   eine	   einzelne	   Kolonie	   der	  transfomierten	   Bakterien	   gepickt	   und	   über	   Nacht	   schüttelnd	   bei	   37	   °C	   und	   180	  rpm	   inkubiert.	  Anschließend	   wurde	   die	   Präparation	   nach	   dem	   beiliegendem	   Handbuch	   (v0314_D)	   von	   Peqlab	  durchgeführt.	  
2.2.1.4 Microarray	  
Microarrays	   dienen	   der	   gleichzeitigen	   Analyse	   der	   Genexpression	   mehrerer	   tausend	   Gene	   auf	   einem	  kleinen	   Chip.	   Dazu	   wird	   RNA	   aus	   Gewebe	   oder	   Zellen	   gewonnen,	   in	   komplementäre	   DNA	   (cDNA)	  umgeschrieben	   und	   mit	   einem	   Fluoreszenzfarbstoff	   markiert.	   Danach	   wird	   diese	   cDNA	   auf	   einen	   Chip	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hybridisiert,	  auf	  welchen	  sich	  Sonden	  für	  die	  jeweiligen	  Gene	  befinden.	  Die	  Microarray-­‐Analyse	  wurde	  bei	  MFT	  Services,	  Tübingen	  durchgeführt.	  Dabei	  erfolgte	  dort	  die	  RNA-­‐Isolation,	  die	  Microarray-­‐Experimente	  und	  die	  bioinformatische	  Analyse	  (mit	  Ausnahme	  der	  Heatmap).	  Die	  Microarray-­‐Experimente	  wurde	  mit	  Affymetrix	  Gene	  Chip	  Mouse	  Gene	  1.1	  ST	  Array	  Plates	  durchgeführt.	  Die	  Heatmap	  wurde	  mit	  den	  erhaltenen	  Daten	  mithilfe	  von	  TM4	  Software	  [111]	  erstellt.	  2.2.1.5 Quantitative	  real-­time	  PCR	  Die	   quantitative	   real-­time	   PCR	   (qRT-­PCR)	   dient	   der	   quantitativen	   Bestimmung	   einer	   spezifischen	   RNA,	  nachdem	  diese	  in	  cDNA	  mithilfe	  der	  reversen	  Transkription	  umgeschrieben	  wurde.	  Dabei	  wird	  in	  der	  qRT-­
PCR	  die	  Menge	  des	  PCR-­‐Produktes	  nach	  jedem	  Zyklus	  durch	  Fluoreszenz-­‐Messung	  eines	  DNA-­‐Farbstoffes	  bestimmt,	  der	  sich	  in	  die	  DNA	  einlagert	  und	  dessen	  Signal	  dadurch	  proportional	  mit	  der	  Menge	  der	  PCR-­‐Produkte	  zunimmt.	  	  
RNA-­Isolation	  und	  reverse	  Transkription	  Die	   RNA-­‐Isolation	   wurde	   mithilfe	   des	   RNeasy	   Plus	   Micro	   Kit	   von	   Qiagen,	   nach	   dem	   beiliegendem	  Handbuch	   (Juli	   2007)	  durchgeführt.	  Die	  Homogenisierung	  des	  Gewebes	   erfolgte	  dabei	  mit	   einem	  Pistill	  	  und	  anschließender	  Zentrifugation	  auf	  einer	  QIAshredder	  Säule.	  Die	  RNA-­‐Qualität	  wurde	  auf	  einem	  1%-­‐Agarosegel	  analysiert	  und	  die	  RNA-­‐Konzentration	  und	  –Reinheit	  mit	  einem	  Photometer	  bestimmt.	  Anschließend	  wurde	   die	  RNA	  mit	   der	   reversen	   Transkription	   in	   cDNA	   umgeschrieben.	   Dazu	  wurde	   für	  jede	  Probe	  folgender	  Reaktionsmix	  angesetzt:	  	  OligodT	  Primer	   	   0,5	  µl	  Random	  Hexamers	   0,5	  µl	  dNTP	   	   	   1,0	  µl	  
RNA	   	   	   500	  ng	  	  Dieser	   Reaktionsmix	   wurde	   mit	   DEPC-­‐H2O	   auf	   10	  µl	   aufgefüllt	   und	   für	   5	  min	   bei	   65	   °C	   inkubiert.	  Anschließend	  wurde	  der	  Ansatz	  3	  min	  auf	  Eis	  inkubiert	  und	  folgende	  Komponenten	  hinzugegeben:	  	  M-­‐MLV	  RT	  5x	  Reaction	  Buffer	   	   4,0	  µl	  RNase	  Inhibitor	   	   	   	   1,0	  µl	  M-­‐MLV	  Reverse	  Transkriptase	  (H-­‐)	   1,0	  µl	  	  Dieser	  Mix	  wurde	  mit	   DEPC-­‐H2O	   auf	   20	  µl	   aufgefüllt	   und	   für	   50	  min	   bei	   55	   °C	   inkubiert.	   Anschließend	  wurde	   der	   Ansatz	   für	   5	  min	   bei	   85	   °C	   inkubiert	   und	   dann	   auf	   4	   °C	   abgekühlt.	   0,4	  µl	   RNase	   H	   wurde	  hinzugefügt	  und	  20	  min	  bei	  37	  °C	  inkubiert.	  Die	  cDNA	  wurde	  bis	  zur	  qRT-­PCR	  bei	  -­‐20	  °C	  gelagert.	  	  
qRT-­PCR	  Für	  die	  qRT-­PCR	  wurde	  folgende	  Reaktion	  angesetzt:	  	  2x	  Maxima	  SYBR	  Green	  Master	  Mix	   10,0	  µl	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Forward	  Primer	   	   	   	   0,125	  µM	  
Reverse	  Primer	   	   	   	   0,125	  µM	  
cDNA	   	   	   	   	   0,3	  µl	  H2O	   	   	   	   	   auf	  20	  µl	  aufgefüllt	  	  Dieser	   Mix	   wurde	   für	   jede	   Probe	   dreimal	   angesetzt	   (technische	   Replikate)	   und	   ein	   Haushaltsgen	   (Ef1,	  
Elongation	   factor	  1)	   wurde	   als	   endogene	   Kontrolle	   verwendet.	   	   Die	   Primer	   amplifizierten	   dabei	   einen	  Bereich	   von	   50	   –	   150	  bp,	   der	   sich	   über	   zwei	   Exons	   erstreckte,	   um	   zu	   gewährleisten,	   dass	   nur	   cDNA	  amplifiziert	  wurde.	  Die	  Proben	  wurden	  in	  ein	  StepOnePlus	  Real-­Time	  PCR	  System	  gegeben	  und	  folgendes	  
PCR-­‐Programm	  wurde	  verwendet:	  	  10	  min	   	   	   95	  °C	  40	  Zyklen	  zu	  je	  	   15	  sek	   	   95	  °C	  	   1	  min	   	   60	  °C	  	  
Quantifizierung	  Die	   Quantifizierung	   der	   qRT-­PCR	   Ergebnisse	   erfolgte	  mit	   der	   ΔΔCt-­‐Methode.	   Hierbei	   wurde	   zuerst	   der	  Mittelwert	  des	  Ct	   (cycle	   threshold)-­‐Wertes	  der	   technische	  Replikate	  gebildet.	  Eine	  Wildtyp-­‐Probe	  diente	  als	  Referenzprobe	  und	  ein	  Haushaltsgen	  (Ef1)	  als	  endogene	  Kontrolle.	  Als	  nächstes	  wurden	  die	  ΔCt-­‐Werte	  für	  alle	  Proben	  (inklusive	  Referenzprobe)	  berechnet:	  ΔCt	  =	  Ct	  (Zielgen)	  –	  Ct	  (endogene	  Kontrolle)	  Anschließend	  konnte	  das	  ΔΔCt	  berechnet	  werden:	  ΔΔCt	  =	  ΔCt(Probe)	  –	  ΔCt(Referenzprobe)	  Um	   nun	   die	   Änderung	   (fold-­change)	   zwischen	   Probe	   und	   Referenzprobe	   zu	   erhalten,	   wurde	   folgendes	  berechnet:	  fold-­‐change	  =	  2-­‐ΔΔCt	  Die	  Referenzprobe	  wurde	  durch	  diese	  Berechnung	  automatisch	  gleich	  1	  gesetzt.	  Für	  Wildtyp	  und	  Lhx5-­‐Mutante	  wurden	   jeweils	  3	  Proben	   (biologische	  Replikate)	  verwendet.	  Von	  diesen	  wurde	  der	  Mittelwert	  gebildet	  und	  schließlich	  auf	  den	  Wildtyp	  normalisiert.	   Statistische	  Signifikanz	  wurde	  mithilfe	  des	   t-­‐Test	  untersucht.	  2.2.1.6 Herstellung	  von	  RNA-­‐Sonden	  für	  die	  in	  situ	  Hybridisierung	  Die	  Detektion	  einer	  bestimmten	  mRNA	  (messenger	  RNA)	  erfolgt	  in	  der	  in	  situ	  Hybridisierung	  mithilfe	  einer	  komplementären	   Digoxigenin-­‐markierten	   RNA-­‐Sonde.	   Diese	   Sonde	   wird	   mithilfe	   der	   in	  vitro	  Transkription	  von	  einem	  zuvor	  amplifizierten	  Template	  hergestellt.	  	  
Amplifikation	  der	  Ausgangs-­DNA	  (Template)	  Für	  die	  Amplifikation	  von	  Template-­DNA,	   für	  die	   in	  vitro	  Transkription	  von	  RNA-­‐Sonden,	  wurde	  auf	  der	  
cDNA	  des	  jeweiligen	  Gens	  eine	  Region	  von	  einer	  Länge	  zwischen	  250	  bp	  und	  1000	  bp,	  die	  möglichst	  keine	  bzw.	   wenig	   Homologie	   gegenüber	   anderen	   Mausgenen	   aufweisen	   (Regionen,	   die	   über	   mehr	   als	   50	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Nucleotide	   mehr	   als	   80%	   Identität	   zu	   anderen	   Mausgenen	   aufweisen,	   möglichst	   komplett	   vermeiden),	  ausgewählt.	  Dabei	  wurden	  längere	  Regionen	  bevorzugt.	  Diese	  Regionen	  wurden	  durch	  spezifische	  Primer	  	  mit	  PCR	  amplifiziert,	  wobei	  der	  Reverse-­Primer	  die	  Sequenze	  des	  Sp6-­‐Promotors	  beinhaltet,	  wodurch	  die	  Sp6-­‐Polymerase	   die	   in	   vitro	   Transkription	   starten	   kann.	   Die	   High-­Fidelity	   PCR	   wurde,	   wie	   in	  Abschnitt	  2.2.1.2	   beschrieben,	   durchgeführt.	   Die	   PCR-­‐Produkte	   wurden	   mithilfe	   der	   Gelaufreinigung	  (Abschnitt	  2.2.1.1)	  aufgereinigt.	  	  
In	  vitro	  Transkription	  Für	  die	  in	  vitro	  Transkription	  wurde	  folgender	  Reaktionsmix	  angesetzt:	  	  10x	  RNA	  Polymerase	  Reaction	  Buffer	   	   2,0	  µl	  10x	  DIG	  RNA	  labelling	  Mix	   	   	   2,0	  µl	  RNase	  Inhibitor	   	   	   	   	   1,0	  µl	  RNA	  Polymerase	   	   	   	   1,0	  µl	  Template	   	   	   	   	   0,5	  µg	  	  Dieser	   Reaktionsmix	   wurde	   mit	   DEPC-­‐H2O	   auf	   20	  µl	   aufgefüllt	   und	   für	   2,5	  h	   bei	   37	   °C	   inkubiert.	  Anschließend	  wurde	  die	  Reaktion	  durch	  Zugabe	  von	  1	  µl	  Stopp-­‐Lösung	  und	  15-­‐minütiger	  Inkubation	  bei	  37	   °C	   gestoppt.	   Dabei	   wurde	   die	   Template-­DNA	   durch	   die	   in	   der	   Stopp-­‐Lösung	   enthaltene	   DNase	  I	  abgebaut.	  Die	  RNA	  wurde	  danach	  präzipitiert,	   indem	  72	  µl	  eiskaltes	  NH4Ac	  und	  470	  µl	  eiskaltes	  Ethanol	  hinzugegeben	   und	   für	  mindestens	   20	  min	   bei	   -­‐80	   °C	   inkubiert	   wurde.	   Nach	   der	   Inkubation	   wurde	   die	  präzipitierte	  RNA	  für	  20	  min	  bei	  4	  °C	  und	  maximaler	  Geschwindigkeit	  zentrifugiert.	  Anschließend	  wurde	  der	   Überstand	   entfernt	   und	   640	  µl	   70%	  Ethanol	   hinzugegeben.	   Danach	   wurde	   20	  min	   bei	   4	   °C	  zentrifugiert.	   Der	   Überstand	  wurde	   abgenommen	   und	   das	   Pellet	   in	   22	  µl	   DEPC-­‐H2O	   resuspendiert.	   Die	  Qualität	  der	  RNA-­‐Sonde	  wurde	  auf	  einem	  1%-­‐Agarose-­‐Gel	  analysiert	  und	  die	  Konzentration	  und	  Reinheit	  in	  einem	  Photometer	  bestimmt.	  Die	  Sonde	  wurde	  bis	  zur	  in	  situ	  Hybridisierung	  bei	  -­‐80	  °C	  gelagert.	  2.2.1.7 Chromatinimmunpräzipitation-­‐DNA-­‐Sequenzierung	  (ChIP-­Seq)	  Die	   Chromatinimmunpräzipitation	   mit	   anschließender	   Sequenzierung	   der	   nächsten	   Generation	   (next	  
generation	  sequencing)	  dient	  der	  Identifikation	  von	  Protein-­‐DNA-­‐Interaktionen,	  wie	  z.B.	  der	  Bindung	  eines	  Transkriptionsfaktors	   an	   dessen	   Bindestelle	   im	   Genom.	   Grob	   beschrieben	  wird	   bei	   dieser	  Methode	   die	  Bindung	  zwischen	  Transkriptionsfaktor	  und	  DNA	  fixiert,	  die	  DNA	  anschließend	  fragmentiert	  und	  mithilfe	  eines	  spezifischen	  Antikörpers	  Transkriptionsfaktor	  mit	  gebundener	  DNA	  angereichert.	  Schließlich	  wird	  die	   DNA	   aufgereinigt	   und	   mit	   Sequenzierung	   der	   nächsten	   Generation	   sequenziert	   [112].	   Wenn	   kein	  spezifischer	  Antikörper	   vorhanden	   ist,	   kann	  der	  Transkriptionsfaktor	  mit	   einer	  Markierung	   (z.B.	   FLAG-­‐Markierung)	   versehen	   und	  mit	   einem	   Antikörper,	   der	   für	   diese	   Markierung	   spezifisch	   ist,	   aufgereinigt	  werden.	  	  
Induktion	  der	  FLAG-­Lhx5-­Expression	  Für	   dieses	   Experiment	   wurden	   5x106	  Zellen	   der	   erstellten,	   Doxycyclin-­‐abhängig	   Lhx5-­‐exprimierende	  Zelllinie	   (siehe	   Abschnitt	   2.2.4.2)	   ausgesät	   und	   für	   24	   h	   bei	   37	   °C	   und	   5%	   CO2	   in	   Neuro2a-­‐Medium	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inkubiert.	  Anschließend	  wurde	  das	  Medium	  entfernt	  und	  frisches	  Medium	  mit	  0,05	  µg/ml	  Doxycyclin	  zur	  Induktion	  der	  Lhx5-­‐Expression	  hinzugegeben.	  Danach	  wurden	  die	  Zellen	  für	  24	  h	  bei	  37	  °C	  und	  5%	  CO2	  wachsen	   gelassen.	   Die	   Zellen	   wurden	   durch	   Zugabe	   von	   1	  ml	   11%	  Formaldehyd	   (pro	   10	  ml	  Zellkulturmedium)	   und	   10-­‐minütiger	   Inkubation	   fixiert.	   Die	   Fixierung	   wurde	   mit	   0,5	  ml	   2,5	  M	   Glycin	  gestoppt.	  Anschließend	  wurde	  zweimal	  mit	  eiskaltem	  PBS	  gewaschen.	  5	  ml	  PBS	  wurde	  hinzugegeben	  und	  die	   Zellen	   mit	   einem	   Zellschaber	   abgeschabt.	   Abschließend	   wurden	   die	   Zellen	   für	   4	  min	   bei	   2000	  g	  zentrifugiert.	  Die	  Zellen	  wurden	  bis	  zur	  Chromatinimmunpräzipitation	  bei	  –80	  °C	  gelagert.	  	  
Chromatinimmunpräzipitation	  Die	   Zellen	   wurden	   aufgetaut	   und	   in	   3	  ml	   Lysis	   Buffer	   resuspendiert.	   Anschließend	   wurden	   sie	   auf	  Eiswasser	  gekühlt	  mit	  einem	  Sonoplus	  HD2070	  von	  Bandelin	  für	  120	  Zyklen	  zu	  je	  30	  sek	  ON,	  60	  sek	  OFF	  bei	  50%	  Leistung	  sonifiziert.	  Danach	  wurde	  das	  Sonifikat	  für	  10	  min	  bei	  20.000	  g	  und	  4	  °C	  zentrifugiert.	  Der	  Überstand	  wurde	  in	  ein	  frisches	  Reaktionsgefäß	  überführt.	  50	  µl	  des	  Sonifikats	  wurden	  als	  Input	  (bei	  -­‐20	  °C)	  gelagert.	  Alle	  folgenden	  Schritte	  erfolgten	  in	  einem	  Kühlraum	  bei	  4	  °C.	  40	  µl	  EZview	  Red	  Anti-­‐FLAG	  M2	  Affinity	  Gel	  wurde	  mit	  500	  µl	  TBS	  gemischt	  und	  30	  sek	  bei	  8.200	  g	  zentrifugiert.	  Anschließend	  wurde	  der	  Überstand	   abgenommen	  und	  mit	   500	  µl	   TBS	   gemischt.	  Dies	  wurde	  30	  sek	   bei	   8.200	  g	   zentrifugiert.	  Der	   Überstand	   wurde	   abgenommen,	   1	  ml	   Sonifikat	   hinzugegeben	   und	   über	   Nacht	   schüttelnd	   bei	   4	   °C	  inkubiert.	   Am	   nächsten	   Tag	   wurde	   der	   Ansatz	   für	   30	  min	   bei	   8.200	  g	   zentrifugiert	   und	   der	   Überstand	  abgenommen.	  Anschließend	  wurde	  das	  Pellet	  dreimal	  mit	  TBS	  gewaschen.	  Dazu	  wurde	  jeweils	  500	  µl	  TBS	  zu	  dem	  Pellet	   gegeben,	   gevortext,	   für	   30	  sek	  bei	   8.200	  g	   zentrifugiert	   und	  der	  Überstand	   abgenommen.	  Dann	  wurde	  200	  µl	  Elution	  Buffer	  zu	  dem	  Pellet	  gegeben.	  Gleichzeitig	  wurden	  die	  Input-­‐Proben	  aufgetaut	  und	  150	  µl	  Elution	  Buffer	  zu	  diesen	  gegeben.	  Ab	  diesem	  Zeitpunkt	  wurden	  sowohl	  ChIP-­‐	  als	  auch	  Input-­‐Proben	  gleich	  behandelt.	   Im	  nächsten	  Schritt	  wurden	  beide	  Proben	  über	  Nacht	  bei	  65	   °C	   inkubiert.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurde	  jeweils	  der	  Überstand	  abgenommen	  und	  mit	  200	  µl	  TE	  und	  0,8	  µl	  10	  mg/ml	  RNase	  H	  gemischt.	  Danach	  wurde	  für	  30	  min	  bei	  37	  °C	  inkubiert.	  Anschließend	  wurden	  8	  µl	  10	  mg/ml	  Proteinase	  K	  hinzugegeben	   und	   1,5	  h	   bei	   55	   °C	   inkubiert.	   Abschließend	  wurde	   die	  DNA	  mit	   der	   Phenol-­‐Chloroform-­‐Extraktion	  (siehe	  Abschnitt	  2.2.1.1)	  aufgereinigt	  und	  das	  Pellet	  in	  10	  mM	  Tris-­‐HCl	  pH	  8,8	  resupendiert.	  	  
Sequenzierung	  Die	  Sequenzierung	  der	  Proben	  erfolgte	  in	  der	  Deep	  Sequencing	  Facility	  Heidelberg.	  Dabei	  wurden	  sowohl	  
Input-­‐	   als	   auch	   ChIP-­‐Proben	   sequenziert.	   Die	   Libraries	   wurde	   mit	   dem	   New	   England	   Biolabs	   ChIPseq	  Master	  Mix	  Prep	  kit	  for	  Illumina	  erstellt	  und	  in	  einem	  Illumina	  HiSeq2000	  Instrument	  sequenziert.	  	  
Bioinformatische	  Analyse	  Die	  bioinformatische	  Analyse	  wurde	  mit	  der	  Galaxy	  Plattform	   [113,	  114]	  durchgeführt.	  Hierbei	  wurden	  die	   Sequenzen	   der	   Input-­‐	   und	   ChIP-­‐Proben	   mit	   Bowtie	   for	   Illumina	   auf	   dem	   Referenzgenom	   von	  Mus	  
musculus	   (NCBI/mm9)	   kartiert.	   Unkartierte	   Sequenzen	   wurden	   entfernt	   und	   Anreicherungen	   von	  Sequenzen	   in	   Genombereichen	   (peaks)	   wurden	   mithilfe	   von	   MACS	   identifiziert.	   Hierbei	   wurden	   die	  kartierten	  Input-­‐Sequenzen	  als	  Kontrolle	  verwendet.	  Es	  wurde	  ein	  M-­‐FOLD	  Wert	  von	  10	  und	  ein	  p-­value	  
cutoff	  von	  1e-­‐05	  gewählt.	  Die	  Peaks	  wurden	  mithilfe	  von	  PeakAnalyzer	  1.4	  [115]	  annotiert.	  Dabei	  wurde	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das	  Nearest	  Downstream	  Gene	   (NDG)	  Verfahren	  benutzt.	  Zur	   Identifizierung	  von	  angereicherten	  Motifen	  wurde	  der	  DREME	  Algorithmus	  [116]	  verwendet.	  	   	   	   	   	  
2.2.2 Histologische	  Methoden	  2.2.2.1 Herstellung	  von	  Paraffinschnitten	  Die	   Einbettung	   von	   Gewebe	   in	   Paraffinblöcke	   ist	   eine	   histologische	   Methode	   zur	   Erstellung	   von	  Gewebeschnitten.	  Die	  Paraffineinbettung	  bietet	  dabei	  eine	  unkomplizierte	  Lagerung	  der	  erstellten	  Blöcke	  und	  eine	  sehr	  gute	  Erhaltung	  der	  Gewebemorphologie	  in	  den	  Schnitten.	  Dazu	  wurden	  Mäuse,	  die	  mit	  dem	  gewünschten	  Alter	  der	  Embryonen	  (embryonic	  day,	  E)	  trächtig	  waren,	  durch	  zervikale	  Dislokation	  getötet,	  der	  Uterus	  entnommen	  und	  in	  eiskalten	  Phosphatpuffer	  gegeben.	  Anschließend	  wurden	  die	  Embryonen	  in	  eiskaltem	   Phosphatpuffer	   freipräpariert	   und	   für	   4h	   in	   4%	  PFA	   bei	   4	   °C	   fixiert.	   Danach	   wurden	   die	  Embryonen	  über	  Nacht	  in	  0,1	  M	  Phosphatpuffer	  bei	  4	  °C	  gewaschen.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurden	  sie	  in	  einer	  aufsteigenden	  Ethanolreihe	  entwässert.	  Dabei	  wurden	  sie	  jeweils	  dreimal	  zu	  je	  30	  min	  in	  70%,	  80%,	  90%	  und	  96%	  Ethanol	  inkubiert.	  Anschließend	  wurden	  sie	  dreimal	  20	  min	  in	  100%	  Ethanol	  und	  einmal	  15	  min	  in	   Xylol	   inkubiert.	   Danach	   wurden	   sie	   über	   Nacht	   in	   frisches	   Xylol	   gegeben	   und	   am	   nächsten	   Tag	   ein	  weiteres	  Mal	  für	  15	  min	  in	  frischem	  Xylol	  inkubiert.	  Abschließend	  wurden	  sie	  zweimal	  für	  je	  2	  h	  bei	  65	  °C	  in	   Paraffin	   gegeben,	   bevor	   sie	   in	   frischem	   Paraffin	   eingebettet	   wurden.	   Die	   Schnitte	   wurden	  mit	   einer	  Dicke	  von	  10	  µm	  mit	  einem	  Mikrotom	  erstellt.	  2.2.2.2 Herstellung	  von	  Kryostat-­‐Schnitten	  Das	  direkte	  Einfrieren	  von	  Gewebe	   für	  die	  Erstellung	  von	  Kryostat-­‐Schnitten	  bietet	  den	  Vorteil,	   dass	   in	  dem	  gefrorenen	  Gewebe	  enthaltene	  Enzymaktivität	   im	  Gegensatz	  zur	  Paraffineinbettung	  erhalten	  bleibt.	  Dazu	   wurden	   Mäuse,	   die	   mit	   dem	   gewünschten	   Alter	   der	   Embryonen	   trächtig	   waren,	   durch	   zervikale	  Dislokation	   getötet,	   der	   Uterus	   entnommen	   und	   in	   eiskalten	   Phosphatpuffer	   gegeben.	   Anschließend	  wurden	  die	  Embryonen	  in	  eiskaltem	  Phosphatpuffer	  freipräpariert	  und	  in	  OCT	  gewendet.	  Danach	  wurden	  sie	   in	  OCT	  auf	   einem	   -­‐80	   °C	  kaltem	  Metallblock,	   der	   sich	   in	   einer	  Trockeneis-­‐Ethanol-­‐Mischung	  befand,	  eingefroren.	   Diese	   Blöcke	   wurden	   bis	   zum	   Schneiden	   bei	   -­‐80	  °C	   gelagert.	   Abschließend	   wurden	   die	  Schnitte	  mit	  einer	  Dicke	  von	  20	  µm	  in	  einem	  Kryostat	  erstellt.	  2.2.2.3 Nissl-­‐Färbung	  Die	   Nissl-­‐Färbung	   ist	   eine	   von	   Franz	   Nissl	   im	   19.	   Jahrhundert	   entwickelte	   histologische	  Standardfärbetechnik,	   die	   der	   Darstellung	   von	   Nervengewebe	   dient.	   Dabei	   bindet	   Kresylviolett	   an	  basophile	  Verbindung,	  wie	  DNA	  und	  RNA,	  wodurch	  es	  zu	  einer	  Blauviolettfärbung	  des	  Zellkerns	  und	  der	  Ribosomen	   kommt.	   Durch	   das	   Vorhandensein	   besonders	   vieler	   Ribosomen	   am	   endoplasmatischen	  Retikulum	  wird	  dieses	  besonders	  stark	  gefärbt	  und	  als	  sog.	  Nissl-­‐Schollen	  bezeichnet.	  Die	  Nissl-­‐Färbung	  wurde	  nach	  dem	  	  Protokoll	   in	  Romeis	  Mikroskopische	  Technik	  (Mulisch	  und	  Welsch,	  2010,	  18.	  Auflage	   ,	  Springer	  Spektrum)	  durchgeführt.	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2.2.2.4 Immunhistochemie	  Die	   Immunhistochemie	   dient	   unter	   der	   Verwendung	   von	   spezifischen	   Antikörpern	   der	   Detektion	   von	  Proteinen	   in	   histologischen	   Schnitten.	   In	   dieser	   Arbeit	  wurden	   Proteine	   in	   Paraffinschnitten	   detektiert,	  was	  aufgrund	  der	  Paraformaldehydfixierung	  eine	  Demaskierung	  der	  Antigene	  erforderlich	  machte.	  Zuerst	  wurde	  das	  Paraffin	  aus	  den	  Schnitten	  entfernt	  und	  die	  Schnitte	  rehydriert.	  Dies	  erfolgte	  durch	  eine	  absteigende	   Alkoholreihe:	   Hierbei	   wurden	   die	   Schnitte	   zweimal	   10	  min	   in	   Xylol	   und	   anschließend	   je	  zweimal	   5	  min	   in	   100%	  Ethanol,	   96%	  Ethanol	   und	   70%	  Ethanol	   inkubiert.	   Anschließend	   wurde	   das	  restliche	   Ethanol	   mit	   H2O	   abgewaschen.	   Danach	   wurden	   die	   Schnitte	   für	   5	  min	   in	   TNT	   inkubiert.	  Anschließend	  wurde	  die	  Demaskierung	  der	  Antigene	  für	  10	  min	  in	  Tris-­‐EDTA-­‐Puffer	  pH	  9	  bei	  119	  °C	  und	  90	  kPa	   in	   einem	   Dampfkochtopf	   durchgeführt.	   Nach	   der	   Demaskierung	   wurden	   die	   Schnitte	   in	   TNT	  gewaschen	   und	   anschließend	   in	   frischem	   TNT	   für	   5	  min	   inkubiert.	   Unspezifische	   Bindungen	   der	  Antikörper	   wurde	   durch	   einstündige	   Inkubation	   der	   Schnitte	   in	   TNB	   abgeblockt.	   Danach	   wurde	   der	  primäre	  Antikörper	  in	  der	  entsprechenden	  Verdünnung	  (Tabelle	  1)	  auf	  die	  Schnitte	  gegeben	  und	  über	  Nacht	  bei	  4	  °C	  inkubiert.	  Am	  nächsten	  Tag	  wurde	  dreimal	  je	  10	  min	  mit	  TNT	  gewaschen	  und	  anschließend	  der	  sekundäre	  Antikörper	  (Tabelle	  1)	  auf	  die	  Schnitte	  gegeben.	  Dies	  wurde	  für	  2	  h	  bei	  Raumtemperatur	  inkubiert.	  Danach	  wurde	  der	  ungebundene	  Antikörper	  durch	  dreimaliges	  Waschen	  für	   je	  10	  min	   in	  TNT	  entfernt.	   Zur	   Färbung	   der	   Zellkerne	   wurde	   DAPI	   (1:5.000)	   bzw.	   TO-­‐PRO-­‐3	   (1:2.000)	   für	   5	  min	   auf	   die	  Schnitte	   gegeben.	   Überschüssiges	   DAPI	   bzw.	   TO-­‐PRO-­‐3	   wurde	   durch	   10-­‐minütige	   Inkubation	   in	   TNT	  entfernt.	   Abschließend	  wurden	   die	   Schnitte	   kurz	   in	   H2O	   gewaschen	   und	   anschließend	  mit	  Mowiol	   und	  einem	  Deckglas	  eingedeckt.	  2.2.2.5 Quantifizierung	  der	  Größe	  des	  Mammillarkörpers	  Die	  Größe	  des	  Mammillarkörpers	  wurde	  bestimmt,	  indem	  in	  Schnitten	  das	  GFP-­‐Signal	  der	  iCre-­‐IRES-­‐EGFP	  Kassette	  mithilfe	  von	  Immunhistochemie	  (siehe	  Abschnitt	  2.2.2.4)	  detektiert	  	  wurde.	  Anschließend	  konnte	  auf	  mikroskopischen	  Aufnahmen	  der	  Schnitte	  mithilfe	  von	  ImageJ	  die	  Fläche	  (Pixel)	  des	  GFP-­‐Signals	  und	  damit	  die	  Fläche	  des	  Mammillarkörpers	  in	  den	  einzelnen	  Schnitten	  bestimmt	  werden.	  Dies	  wurde	  für	  alle	  Schnitte	   des	   Mammillarkörpers	   einer	   Maus	   gemacht.	   Und	   schließlich	   konnte	   durch	   die	   Summe	   der	  Flächen	  aller	  Schnitte,	   in	  welchen	  der	  Mammillarkörper	  vorkommt,	  ein	  dreidimensionaler	  Eindruck	  der	  Mammillarkörpergröße	  erhalten	  werden.	  Für	  diese	  Größenanalyse	  wurden	  je	  Gruppe	  (Wildtyp	  vs.	  Lhx5-­‐Mutante)	   pro	   Alter	   jeweils	   3	   Embryonen	   analysiert.	   Unterschiede	   in	   der	   Größe	   zwischen	  Wildtyp	   und	  Mutante	  wurden	  mithilfe	  des	  t-­‐Tests	  auf	  Signifikanz	  untersucht.	  2.2.2.6 Zellzyklusanalyse	  Die	  Zellzyklusanalyse	  erfolgte	  nach	  dem	  Protokoll	  in	  [117,	  118]	  und	  diente	  der	  Bestimmung	  der	  Länge	  des	  Zellzyklus	  bzw.	  der	  S-­‐Phase.	   In	  diesem	  Protokoll	  machte	  man	  sich	  die	   Integration	  von	  Thymidinanaloga	  und	  die	  Quantifizierung	  der	  damit	  markierten	  Zellen	  zu	  Nutze.	  	  
Injektion	  von	  Bromdesoxyuridin	  (BrdU	  )	  und	  	  Ioddesoxyuridin	  (IddU)	  Zur	  Bestimmung	  der	  Zellzykluslänge	  wurden	  trächtige	  Mäuse	  nach	  folgendem	  Schema	  mit	  BrdU	  und	  IddU	  injiziert:	   Zuerst	   wurde	   den	   Mäusen	   intraperitoneal	   0,05	  mg/gMaus	   IddU	   in	   0,9%	   NaCl-­‐Lösung	   injiziert.	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Anschließend	   wurde	   1,5	  h	   gewartet,	   dann	   erfolgte	   die	   zweite	   Injektion.	   Hierbei	   wurden	   0,05	  mg/gMaus	  BrdU	   in	   0,9%	   NaCl-­‐Lösung	   intraperitoneal	   injiziert	   und	   30	   min	   gewartet.	   Danach	   wurden,	   wie	   in	  Abschnitt	  2.2.2.1	  beschrieben,	  Paraffinblöcke	  und	  anschließend	  Schnitte	  dieser	  Embryonen	  erstellt.	  	  
Detektion	  der	  markierten	  Zellen	  Zur	  Detektion	  der	  BrdU-­‐	  und	  IddU-­‐positiven	  Zellen	  wurde	  eine	  Immunhistochemie	  mit	  Antikörpern	  (siehe	  Tabelle	   1),	   die	   spezifisch	   BrdU	   bzw.	   BrdU	   und	   IddU	   erkennen,	   wie	   in	   Abschnitt	  2.2.2.4,	   beschrieben	  durchgeführt.	  	  
Quantifizierung	  der	  BrdU-­positiven	  bzw.	  BrdU/IddU-­doppelpositiven	  Zellen	  Zur	   Quantifizierung	   der	   Zellen	   wurden	   Aufnahmen	   der	   Schnitte	   mit	   einem	   Mikroskop	   erstellt	   und	   in	  diesen	   ein	   Rahmen	   von	   100	  µm	  x	   160	  µm	   auf	   das	   Neuroepithel	   des	   Mammillarkörpers	   gelegt.	  Anschließend	   wurde	   die	   Anzahl	   der	   IddU-­‐positiven	   Zellen	   (Lcells),	   der	   IddU/BrdU-­‐positiven	   Zellen	  (Scells)	  und	  aller	  Zellen	  (Pcells)	  in	  diesem	  Rahmen	  bestimmt.	  	  
Berechnung	  der	  Länge	  der	  S-­Phase	  und	  des	  Zellzyklus	  Bei	  der	  Berechnung	  der	  Zellzykluslänge	  gilt	   zu	  beachten,	   dass	  das	  Verhältnis	   zwischen	  der	  Länge	  einer	  Periode	  des	  Zellzyklus	  zu	  einer	  anderen	  Periode	  des	  Zellzyklus	  gleich	  dem	  Verhältnis	  zwischen	  der	  Anzahl	  an	  Zellen	  in	  der	  ersten	  Periode	  zu	  der	  Anzahl	  an	  Zellen	  in	  der	  zweiten	  Periode	  ist	  [117].	  Daraus	  ergibt	  sich	  für	  die	  Berechnung	  der	  Länge	  der	  S-­‐Phase,	  dass	  das	  Verhältnis	  zwischen	  der	  Anzahl	  an	  Zellen,	  die	  sich	  am	  Ende	  des	  Experiments	  in	  der	  S-­‐Phase	  befinden	  und	  damit	  sowohl	  IddU-­‐	  als	  BrdU-­‐positiv	  (Scells)	  sind,	  und	  der	   Anzahl	   an	   Zellen,	   die	   die	   S-­‐Phase	   verlassen	   haben	   und	   damit	   nur	   IddU-­‐positiv	   (Lcells),	   gleich	   dem	  Verhältnis	  zwischen	  der	  Zeit	  (Ti),	  die	  zwischen	  den	  beiden	  Injektionen	  vergangen	  ist	  und	  der	  Länge	  der	  S-­‐Phase	  (Ts)	  ist.	  Mathematisch	  ausgedrückt,	  bedeutet	  das:	  Ti/Ts	  =	  Lcells/Scells	  Dadurch	  konnte	  die	  Länge	  der	  S-­‐Phase	  wie	  folgt	  berechnet	  werden:	  Ts	  =	  Ti/(Lcells/Scells)	  Mit	  der	  gleichen	  Logik	  konnte	  auch	  die	  Länge	  des	  gesamten	  Zellzyklus	  berechnet	  werden,	  wobei	  hierbei	  das	  Verhältnis	  zwischen	  den	  Zellen	  in	  der	  S-­‐Phase	  (Scells)	  und	  aller	  proliferierenden	  Zellen	  (Pcells)	  gleich	  dem	   Verhältnis	   zwischen	   der	   Länge	   der	   S-­‐Phase	   und	   der	   Länge	   des	   kompletten	   Zellzyklus	   (Tc)	   ist.	  Mathematisch	  ausgedrückt	  bedeutet	  das:	  Ts/Tc	  =Scells/Pcells	  Dadurch	  konnte	  die	  Länge	  des	  gesamten	  Zellzyklus	  wie	  folgt	  berechnet	  werden:	  Tc	  =	  Ts/(Scells/Pcells)	  Diese	   Berechnungen	   wurden	   für	   jeweils	   3	   Mäuse	   pro	   Gruppe	   für	   alle	   Schnitte	   des	   Neuroepithels	   des	  Mammillarkörpers	  durchgeführt.	  Die	  durchschnittliche	  Länge	  der	  S-­‐Phase	  und	  des	  Zellzyklus	  wurde	   für	  jede	  Maus	  berechnet	  und	  schließlich	  der	  Mittelwert	  für	  jede	  Gruppe	  gebildet.	  Signifikanz	  wurde	  mit	  dem	  t-­‐Test	  berechnet.	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2.2.2.7 Quantifizierung	  von	  apoptotischen	  Zellen	  Um	  die	  Anzahl	  an	  apoptotischen	  Zellen	  in	  Gewebeschnitte	  zu	  detektieren,	  wurde	  Immunhistochemie,	  wie	  in	  Abschnitt	  2.2.2.4	  beschrieben,	  mit	  einem	  Antikörper	  durchgeführt,	  der	  aktive	  Caspase	  3	  detektiert.	   In	  allen	  Schnitten,	  die	  den	  kaudalen	  Hypothalamus	  beinhalteten,	  wurde	  die	  Anzahl	  der	  apoptotischen	  Zellen	  in	   dieser	   Region	   bestimmt.	   Für	   jeden	   Embryo	   dieser	   Analyse	   wurde	   die	   durchschnittliche	   Anzahl	   an	  apoptotischen	  Zellen	  pro	  Schnitt	  bestimmt	  und	  der	  Mittelwert	  davon	  für	  jeweils	  3	  Embryonen	  pro	  Gruppe	  gebildet.	   Unterschiede	   zwischen	   den	   beiden	   Gruppen	   wurden	   mithilfe	   des	   t-­‐Tests	   auf	   Signifikanz	  untersucht.	  2.2.2.8 Nicht-­‐radioaktive	  in	  situ	  Hybridisierung	  Die	   nicht-­‐radioaktive	   in	   situ	   Hybridisierung	   dient	   der	   Detektion	   von	  mRNA	   in	   Gewebeschnitten.	   Dabei	  wird	   die	  mRNA	   des	   gewünschten	   Gens	   mithilfe	   einer	   Digoxigenin-­‐markierten	   Sonde	   detektiert.	   Diese	  Sonde	  wird	  wiederum	  von	  einem	  Anti-­‐Digoxigenin-­‐Antikörper	  erkannt,	  der	  mit	  alkalischer	  Phosphatase	  gekoppelt	   ist.	   Zur	   Sichtbarmachung	  und	  Lokalisation	  der	   Ziel-­‐mRNA	  wird	   ein	   Farbsubstrat	   (NBT/BCIP)	  hinzugegeben,	   welches	   durch	   die	   alkalische	   Phosphatase	   umgesetzt	   wird.	   Dies	   führt	   zu	   einem	   blauen	  Präzipitat.	  	  
Vorbereitung	  der	  Gewebeschnitte	  Zur	   Detektion	   von	   mRNA	   in	   Paraffingewebeschnitten	   wurden	   diese	   zuerst	   durch	   eine	   absteigende	  Alkoholreihe	  entparaffiniert.	  Hierbei	  wurden	  die	  Schnitte	  zweimal	  10	  min	  in	  Xylol	  und	  zweimal	  5	  min	  in	  100%	  Ethanol	  inkubiert.	  Anschließend	  wurden	  sie	  jeweils	  2	  min	  in	  90%,	  70%	  und	  50%	  Ethanol	  inkubiert.	  Zur	  Entfernung	  des	   restlichen	  Ethanols	  wurden	  die	   Schnitte	   für	   5	  min	   in	  PBST	   inkubiert.	   Anschließend	  wurde	  das	  Gewebe	  für	  10	  min	  in	  4%	  PFA	  fixiert.	  Danach	  wurden	  die	  Schnitte	  dreimal	  für	  je	  5	  min	  in	  PBST	  gewaschen.	   Im	  Anschluss	  daran	  wurden	  die	  Objektträger	   zur	  Reduktion	  von	  nicht-­‐spezifischer	  Bindung	  der	  RNA-­‐Sonden	  acetyliert.	  Dazu	  wurden	  sie	  in	  0,1	  M	  TEA	  gegeben	  und	  0,5	  ml	  Essigsäureanhydrid	  wurde	  hinzugefügt	   und	   rührend	   für	   5	  min	   inkubiert.	   Anschließend	  wurden	  weitere	   0,5	  ml	   Essigsäureanhydrid	  hinzugegeben	  und	  für	  weitere	  5	  min	  inkubiert.	  Danach	  wurden	  die	  Schnitte	  zweimal	  für	  je	  5	  min	  in	  PBST	  gewaschen.	  Abschließend	  wurden	  die	   Schnitte	  durch	   eine	   ansteigende	  Ethanolreihe	  dehydriert.	  Hierbei	  wurden	  die	  Schnitte	  jeweils	  5	  min	  in	  50%,	  70%,	  90%	  und	  zweimal	  in	  100%	  Ethanol	  inkubiert	  und	  danach	  bei	   Raumtemperatur	   getrocknet.	   Die	   Schnitte	   wurden	   bis	   zur	   eigentlichen	   in	  situ	   Hybridisierung	   bei	  −20	  °C	  gelagert.	  	  
Hybridisierung	  Für	  die	  Hybridisierung	  wurden	  die	  Schnitte	  zuerst	  mit	  Methanol	  rehydriert	  und	  anschließend	  mit	  PBST	  gewaschen.	   Danach	   wurden	   die	   Schnitte	   zweimal	   5	  min	   in	   PBST	   inkubiert.	   Als	   Nächstes	   wurde	   das	  Gewebe	   für	  zweimal	  5	  min	  mit	  0,2	  M	  HCl	  behandelt.	  Die	  Salzsäure	  wurde	  durch	  dreimal	  Waschen	   für	   je	  5	  min	  in	  PBST	  entfernt.	  Um	  das	  Gewebe	  für	  die	  RNA-­‐Sonde	  zugänglich	  zu	  machen,	  wurden	  die	  Schnitte	  für	  20	  min	   in	   6	  µg/ml	  Proteinase	  K	   inkubiert.	   Anschließend	   wurden	   die	   Schnitte	   viermal	   5	  min	   in	   PBST	  gewaschen.	   Danach	   wurden	   die	   Schnitte	   für	   zweimal	   5	  min	   in	   4%	  PFA	   fixiert.	   Überschüssiges	  Paraformaldehyd	  wurde	  durch	  fünfmaliges	  Waschen	  für	  je	  5	  min	  in	  PBST	  entfernt.	  Zum	  Equilibrieren	  der	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Schnitte	   für	   die	   Hybridisierung	   wurden	   sie	   für	   30	  min	   in	   Hyb-­‐Mix	   bei	   65	   °C	   inkubiert.	   Anschließend	  wurden	  die	  RNA-­‐Sonden	  in	  einer	  Konzentration	  von	  2	  ng/µl	  zu	  den	  Schnitten	  gegeben	  und	  über	  Nacht	  bei	  65	  °C	  inkubiert.	  	  Am	   nächsten	   Tag	   wurden	   ungebundene	   bzw.	   unspezifisch	   gebundene	   Sonden	   durch	   mehrere	  Waschschritte	   entfernt.	   Hierzu	   wurden	   die	   Schnitte	   zuerst	   zweimal	   für	   je	   5	  min	   bei	   65	   °C	   in	   5x	  SSC	  inkubiert.	   Anschließend	   wurden	   dreimal	   10	  min	   in	   50%	   Formamid	   bei	   65	   °C	   gewaschen.	   Im	   nächsten	  Schritt	  wurde	  ungebundene	  RNA-­‐Sonde	  entfernt,	  indem	  die	  Schnitte	  mit	  RNase	  A	  inkubiert	  wurden.	  Dabei	  wurden	  die	  Schnitte	  viermal	  für	  je	  5	  min	  in	  RNase	  Buffer	  equilibriert,	  wobei	  die	  Temperatur	  von	  65	  °C	  auf	  37	  °C	  heruntergekühlt	  wurde.	  Anschließend	  wurden	  die	  Schnitte	  für	  30	  min	  in	  20	  µg/ml	  RNase	  A	  bei	  37	  °C	  inkubiert.	  Die	  RNase	  A	  wurde	  durch	   zweimaliges	  Waschen	  zu	   je	  5	  min	   in	  RNase	  Buffer	  wieder	  entfernt.	  Hierbei	  wurde	  die	  Temperatur	  von	  37	  °C	  auf	  65	  °C	  erhöht.	  Anschließend	  wurde	  viermal	  für	  je	  10	  min	  mit	  50%	  Formamid	   und	   dreimal	   für	   je	   5	  min	   mit	   2x	  SSC	   bei	   65	   °C	   gewaschen.	   Danach	   wurde	   dreimal	   mit	  0,1x	  SSC	   für	   je	   5	  min	   gewaschen	   und	   dabei	   die	   Temperatur	   auf	   Raumtemperatur	   heruntergekühlt.	  Abschließend	  wurde	  dreimal	  mit	  PBST	  für	  je	  5	  min	  gewaschen	  bevor	  unspezifische	  Antikörperbindungen	  durch	   Blocken	   mit	   Blocking	  Buffer	   für	   30	  min	   abgeblockt	   wurden.	   Im	   Anschluss	   daran	   wurden	   die	  Schnitte	  über	  Nacht	  in	  Blocking	  Buffer	  mit	  Anti-­‐DIG-­‐AP-­‐Antikörper	  (siehe	  Tabelle	  1)	  bei	  4	  °C	  inkubiert.	  	  Am	  nächsten	  Tag	  wurde	  ungebundener	  Antikörper	  durch	  siebenmaliges	  Waschen	  für	   je	  5	  min	  mit	  PBST	  entfernt.	   Anschließend	   wurden	   die	   Schnitte	   für	   zweimal	   10	  min	   in	   Developing	   Buffer	   equilibriert	   und	  danach	   in	   NBT/BCIP	   bei	   4	  °C	   inkubiert.	   Nach	   Erreichen	   einer	   ausreichend	   starken	   Färbung,	  wurde	   die	  Reaktion	  durch	  zweimaliges	  Waschen	   für	   je	  5	  min	  mit	  PBST	  gestoppt.	  Anschließend	  wurde	  die	  Färbung	  für	  10	  min	  mit	  4%	  PFA	  fixiert.	  Das	  übrige	  PFA	  wurde	  durch	  zweimaliges	  Waschen	  zu	   je	  5	  min	  mit	  PBST	  entfernt.	  Dann	  wurden	  die	  Schnitte	  je	  nach	  Stärke	  der	  Hintergrundfärbung	  mit	  0,1%	  Eosin	  gegengefärbt.	  Dazu	  wurden	  die	  Schnitte	  für	  5	  min	  in	  H2O	  inkubiert	  und	  anschließend	  für	  1	  min	  in	  0,1%	  Eosin	  gegeben.	  Anschließend	  wurden	   die	   Schnitte	   zuerst	   in	   H2O	   und	   dann	   in	   50%	  Ethanol	   differenziert.	   Abschließend	  wurden	  die	  Schnitte	  in	  einer	  ansteigenden	  Alkoholreihe	  (70%	  und	  90%	  Ethanol	  nur	  für	  je	  5	  sek;	  zweimal	  99%	  Ethanol	  für	  je	  1	  min	  und	  zweimal	  Xylol	  für	  je	  2	  min)	  entwässert	  und	  mit	  DePeX	  eingedeckt.	  Schnitte	  mit	   einer	   stärkeren	   Hintergrundfärbung	   wurden	   nicht	   gegengefärbt,	   sondern	   direkt	   in	   einer	  aufsteigenden	  Alkoholreihe	  entwässert	  und	  mit	  DePeX	  eingedeckt.	  2.2.2.9 Detektion	  von	  ß-­‐Galactosidase-­‐Aktivität	  Die	  Detektion	  von	  ß-­‐Galactosidase-­‐Aktivität	  in	  Gewebeschnitten	  erfolgte	  mit	  der	  X-­‐Gal	  (5-­‐Brom-­‐4-­‐chlor-­‐3-­‐indoxyl-­‐ß-­‐D-­‐galactopyranosid)-­‐Färbung.	   Dazu	   wurden	   Kryostatschnitte	   von	   gefrorenem	   Gewebe	  aufgetaut	   und	   anschließend	   für	   5	  min	   in	   Fixierlösung	   fixiert.	   Danach	   wurden	   die	   Schnitte	   für	   zweimal	  5	  min	  in	  PBS	  gewaschen.	  Im	  Anschluss	  daran	  wurden	  sie	  über	  Nacht	  in	  X-­‐Gal	  Färbelösung	  inkubiert.	  Am	  nächsten	   Tag	   wurde	   die	   Färbelösung	   durch	   zweimaliges	   Waschen	   für	   je	   5	   min	   in	   PBS	   entfernt.	   Im	  Anschluss	   wurde	   die	   Färbung	   in	   4%	   PFA	   fixiert	   und	   anschließend	   zwei	   Mal	   in	   PBS	   gewaschen.	   Die	  Schnitte	   wurden	   in	   Nuclear	   Fast	   Red	   für	   5	   min	   gegengefärbt	   und	   anschließend	   für	   2	  min	   in	   H2O	  gewaschen.	   Abschließend	   wurden	   die	   Schnitte	   in	   einer	   aufsteigenden	   Alkoholreihe	   dehydriert.	   Hierzu	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wurden	  sie	  für	  jeweils	  2	  min	  in	  70%,	  80%	  und	  90%	  Ethanol	  und	  jeweils	  zweimal	  für	  5	  min	  in	  99%	  Ethanol	  und	  Xylol	  inkubiert.	  Schließlich	  wurden	  die	  Schnitte	  mit	  Histokitt	  eingedeckt.	  	  
2.2.3 Tierhaltung	  2.2.3.1 Mauslinien	  In	   dieser	  Arbeit	  wurden	  mehrere	  Mauslinien	   verwendet.	  Dies	  war	   die	   Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP	  Mauslinie	  [119],	   die	   die	   Cre-­‐Rekombinase	   und	   GFP	   unter	   der	   Kontrolle	   des	   Foxb1-­‐Promotors	   exprimiert.	   Des	  Weiteren	  war	  dies	  die	  Lhx1fl/fl-­‐	  [120]	  und	  die	  Lhx5fl/fl-­‐	  (nicht	  publiziert,	  generiert	  in	  der	  Doktorarbeit	  von	  Zhao	  T.)	  Mauslinie,	  bei	  welchen	  im	  Falle	  von	  Lhx1	  der	  komplette	  Kodierbereich	  bzw.	  im	  Falle	  von	  Lhx5	  die	  Exons	  2	  bis	  5	  mit	   loxP-­‐Stellen	   flankiert	  waren.	  Schließlich	  wurde	  noch	  die	  ROSA26R-­‐Reportermauslinie	  [121]	  verwendet,	  die	  zur	  Verfolgung	  von	  Cre-­‐Rekombinase-­‐Aktivität	  dient.	  Die	  Mauslinien	  wurden	  nach	  den	   Richtlinien	   des	   Tierschutzgesetzes	   (TierSchG)	   gehandhabt.	   Die	   Zucht	   und	   Haltung	   erfolgte	   in	   der	  Interfakultären	  Biomedizinischen	  Forschungseinrichtung	  (IBF)	  der	  Universität	  Heidelberg.	  2.2.3.2 Präparation	  von	  Gewebe	  für	  Microarray	  und	  qRT-­PCR	  Die	   trächtige	   Maus	   wurde	   mit	   Isofluran	   narkotisiert	   und	   der	   Bauchraum	   wurde	   eröffnet.	   Der	   Uterus	  wurde	   freigelegt	   und	   die	   Embryonen	   wurden	   einzeln	   präpariert,	   indem	   sie	   ligiert	   und	   anschließend	  einzeln	   aus	   dem	   Uterus	   genommen	   wurden.	   Dies	   verhinderte,	   dass	   die	   anderen	   Embryonen	   durch	  Blutverlust	   starben.	   Die	   Blutversorgung	  wurde	   dabei	   durch	   die	   narkotisierte	  Mutter	   aufrecht	   gehalten.	  Für	  die	  weitere	  Präparation	  wurde	  der	  Kopf	  des	  Embryos	  abgetrennt	  und	  der	  Mittellinie	  entlang	  sagittal	  in	   zwei	   Hälften	   geteilt.	   Anschließend	   konnte	   das	   Neuroepithel	   des	   Mammillarkörpers	   unter	   einem	  Binokular	   präpariert	   werden.	   Das	   präparierte	   Gewebe	   wurde	   sofort	   auf	   einer	   Trockeneis-­‐Ethanol-­‐Mischung	   eingefroren.	  Das	  Gewebe	  wurde	   über	  Nacht	   bei	   -­‐80	   °C	   gelagert	   und	   anschließend	  wurde	   zur	  Stabilisierung	  der	  RNA	  500	  µl	  RNAlater	  ICE	  hinzugegeben.	  Das	  Gewebe	  konnte	  dann	  bis	  zur	  RNA-­‐Isolation	  bei	  -­‐20	  °C	  gelagert	  werden	  bzw.	  auf	  Trockeneis	  verschickt	  werden.	  	  
2.2.4 Zellkulturmethoden	  2.2.4.1 Neuro2a	  Zellen	  Die	   Neuro2a	   Zelllinie	   ist	   eine	   Neuroblastom-­‐Zelllinie	   der	   Maus	   (Mus	   musculus).	   Die	   Zellen	   wurden	   in	  Neuro2a-­‐Medium	  bei	   37	  °C	   und	   5%	  CO2	   kultiviert.	  Wobei	   sie	   bei	   ca.	   70%	  Konfluenz	   durch	   Zugabe	   von	  0,05%	  Trypsin-­‐EDTA	  1:10	  gesplittet	  wurden.	  Für	  die	  langzeitige	  Lagerung	  wurden	  die	  Zellen	  eingefroren	  und	   in	   einem	   Flüssigstickstofftank	   bei	   -­‐196	  °C	   gelagert.	   Dazu	   wurden	   die	   Zellen	   in	   Einfriermedium	  gegeben	  und	  mit	  einem	  Einfriercontainer	  mit	  Isopropanol	  eingefroren.	  2.2.4.2 Generierung	   einer	   stabil-­‐transfizierten,	   doxycyclin-­‐abhängig	   Lhx5-­‐exprimierenden	  Neuro2a	  Zelllinie	  Der	  Vorteil	  einer	  stabil-­‐transfizierten	  Zelllinie	  liegt	  darin,	  dass	  alle	  Zellen	  von	  einem	  Klon	  abstammen	  und	  damit	   genetisch	   gleich	   sind.	   Des	   Weiteren	   ist	   diese	   Transfektion	   im	   Gegensatz	   zur	   transienten	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Transfektion	   aufgrund	   der	   Integration	   des	   Konstruktes	   von	   Dauer.	   Um	   eine	   kontrollierbare	   Lhx5-­‐Expression	  in	  diesen	  Zellen	  zu	  erreichen,	  wurde	  das	  Tet-­‐ON	  Advanced	  Inducible	  Gene	  Expression	  System	  von	  Clontech	   verwendet.	   In	   diesem	  System	   ist	   das	   zu	   exprimierende	  Gen	   unter	   der	  Kontrolle	   des	   PTight	  Promotors.	   Dieser	   Promotor	   wird	   durch	   den	   Tet-­‐ON	   Advanced	   Transaktivator	   aktiviert,	   der	   nur	   in	  Abhängigkeit	  von	  Doxycyclin	  an	  diesen	  Promotor	  binden	  kann.	  	  
Klonierung	  des	  Lhx5-­exprimierenden	  Konstrukts	  Zur	  Klonierung	   des	  Lhx5-­‐Kodierbereichs	  wurde	   dieser	   durch	  PCR-­‐Amplifikation	  mit	   einem	  3xFLAG-­‐Tag	  mit	   BglII-­‐Schnittstelle	   am	   5’-­‐Ende	   und	   einer	   AscI-­‐Schnittstelle	   am	   3’-­‐Ende	   versehen	   (siehe	   Abschnitt	  2.2.1.2).	   Als	   Zielvektor	   diente	   pXL200-­‐EmGFP,	   der	   für	   die	   Genexpression	   den	   CMV-­‐Promotor	  mit	   einer	  nachfolgenden	  multiple	  cloning	  site	  zur	  Klonierung	  des	  zu	  exprimierenden	  Gens,	  eine	  IRES	  und	  schließlich	  EmGFP	  besitzt.	  D.h.	  dieser	  Vektor	  exprimiert	  gleichzeitig	  das	  klonierte	  Gen	  und	  GFP,	  dadurch	  konnte	   in	  Zellen,	  die	  diesen	  Vektor	  erhalten	  haben,	  GFP	  detektiert	  werden.	  Das	  PCR-­‐Produkt	  und	  der	  Vektor	  wurden	  mit	  den	  Enzymen	  BglII	  und	  AscI	  verdaut	  (siehe	  Abschnitt	  2.2.1.3)	  und	  per	  Gelaufreinigung	  (siehe	  2.2.1.1)	  aufgereinigt.	   Anschließend	   wurden	   Vektor	   und	   PCR-­‐Produkt	   ligiert	   und	   in	   DH10ß-­‐Bakterien	  transformiert.	  Die	  DNA	  wurde	  mithilfe	  der	  Plasmidpräparation	  (siehe	  2.2.1.3)	   isoliert.	  Schließlich	  wurde	  der	   CMV-­‐Promotor	   durch	   den	   PTight-­‐Promotor	   des	   Tet-­‐On	   Advanced	   Inducible	   Gene	   Expression	   System	  von	  Clontech	  ersetzt.	  Dazu	  wurde	  der	  PTight	  Promotor	  durch	  Verdau	  mit	  AseI	  und	  BamHI	  (siehe	  Abschnitt	  2.2.1.3)	   und	   per	   Gelaufreinigung	   (siehe	   Abschnitt	   2.2.1.1)	   aufgereinigt.	   Der	   erstellte	   Vektor	   wurde	  mit	  AseI	  und	  BglII	  verdaut	  und	  auf	  einem	  Gel	  aufgereinigt.	  Anschließend	  wurde	  der	  PTight	  Promotor	  mit	  dem	  
Lhx5-­‐Vektor	   ligiert	   (siehe	   Abschnitt	   2.2.1.3).	   Als	   Kontrolle	   wurde	   mit	   genau	   dem	   gleichen	   Ansatz	   ein	  Konstrukt	   erstellt,	   das	   nur	   die	   FLAG-­‐Markierung	   ohne	  Lhx5	   exprimiert.	   Die	   Konstrukte	  wurden,	  wie	   in	  Abschnitt	   2.2.1.3	   beschrieben,	   in	   DH10ß	   transformiert	   und	   per	   Plasmidpräparation	   (siehe	   Abschnitt	  2.2.1.3)	   isoliert.	   Die	   erstellten	   Konstrukte	   wurden	   für	   die	   Transfektion	   mit	   AseI	   und	   der	   pTet-­‐ON-­‐Advanced	  Vektor	  mit	  SpeI	  zur	  Linearisierung	  verdaut	  (Abschnitt	  2.2.1.3).	  	  
Transfektion	  Für	   die	   stabile	   Transfektion	   der	   Neuro2a-­‐Zellen	   wurden	   500.000	   Zellen	   pro	   Well	   einer	   6-­‐Well	   Platte	  ausgesät	   und	   für	   24	  h	   wachsen	   gelassen.	   Anschließend	   wurden	   die	   Zellen	   mit	   dem	   erstellten,	  linearisierten	  Lhx5-­‐Konstrukt	  und	  dem	  linearisierten	  pTet-­‐ON-­‐Advanced	  Vektor	  in	  einem	  Verhältnis	  von	  3:1	  kotransfiziert.	  Die	  Transfektion	  wurde	  mit	  FUGENE	  HD	  Transfection	  Reagent	  von	  Promega	  nach	  dem	  beiliegendem	  Handbuch	  (revidiert	  2/13)	  durchgeführt.	  Die	  Zellen	  wurden	  anschließend	  für	  24	  h	  bei	  37	  °C	  und	  5%	  CO2	  wachsen	  gelassen.	  Danach	  wurden	  die	  Zellen	  gesplittet	  und	  vereinzelt.	  Die	  Zellen	  wurden	  für	  24	  h	  bei	   37	   °C	  und	  5%	  CO2	  wachsen	   gelassen.	  Anschließend	  wurde	  Medium	  mit	   1	  mg/ml	  G418	   zu	  den	  Zellen	  gegeben	  und	  eine	  Woche	   lang	   (mit	   zweitägigem	  Mediumwechsel)	   selektioniert,	  wobei	  Zellen,	  die	  das	  Konstrukt	  nicht	  in	  ihr	  Erbgut	  aufgenommen	  haben,	  aufgrund	  der	  fehlenden	  G418-­‐Resistenz	  starben.	  Die	   überlebenden	   Zellen	   bildeten	   Kolonien,	   die	   von	   einem	   Klon	   abstammten.	   Anschließend	   wurde	  Medium	  mit	  0,5	  µg/ml	  Doxycyclin	  zu	  den	  Zellen	  gegeben.	  Unter	  einem	  Fluoreszenzmikroskop	  konnten	  die	  Zellen	   auf	   GFP-­‐Signal	   überprüft	   werden	   und	   Kolonien,	   die	   ein	   gleichmäßiges	   GFP-­‐Signal	   aufwiesen,	  wurden	   isoliert	  und	  einzeln	  weiter	  vermehrt.	  Die	  Lhx5-­‐Expression	  der	  besten	  Klone	  als	  Antwort	  auf	  die	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Doxycyclin-­‐Zugabe	  wurde	  mit	  qRT-­PCR	  überprüft	   (siehe	  Abschnitt	  2.2.1.5).	  Klone,	  die	  dosisabhängig	  auf	  Doxycyclin	   mit	   einer	   Lhx5-­‐Expression	   antworteten,	   wurden	   weiter	   vermehrt	   und	   für	   das	   ChIP-­Seq-­‐Experiment	  und	  den	  Luciferase-­‐Assay	  eingefroren	  (siehe	  Abschnitt	  2.2.4.1).	  2.2.4.3 Luciferase-­‐Assay	  Der	  Luciferase-­‐Assay	  diente	  in	  dieser	  Arbeit	  der	  Überprüfung	  von	  Transkriptionsfaktor-­‐Bindestellen,	  um	  herauszufinden,	  ob	  diese	  tatsächlich	  Genexpression	  von	  einem	  Minimalpromotor	  aus	  induzieren	  können.	  Dabei	   wurden	   die	   Bindestellen	   jeweils	   in	   ein	   Konstrukt	   (pGL4.26,	   Promega)	   kloniert,	   dass	   das	   Firefly	  (Photinus	  pyralis)	  Luciferase-­‐Gen	  unter	  der	  Kontrolle	  eines	  Minimalpromotors	  hat,	  der	  ohne	  ein	  Enhancer-­‐Element	  nicht	  aktiv	  ist.	  Sollten	  die	  klonierten	  Bindestellen	  als	  Enhancer	  arbeiten,	  sollte	  dies	  nach	  Bindung	  des	  Transkriptionsfaktors	  zur	  Induktion	  der	  Luciferase-­‐Aktivität	  führen.	  	  
Klonierung	  der	  Bindestellen	  Die	   in	  dem	  ChIP-­Seq-­‐Experiment	   identifizierten	  Lhx5-­‐Bindestellen	  von	  Lmo1,	  Foxb2	  und	  Tbx3	  wurden	  in	  einen	   modifizierten	   pGL4.26-­‐Vektor	   von	   Promega	   kloniert.	   Dabei	   wurde	   das	   Hygromycin-­‐Gen	   durch	  enzymatischen	   Verdau	   mit	   BamHI	   and	   SalI	   und	   anschließender	   Behandlung	   mit	   DNA	   Polymerase	   I,	  Klenow	   Fragment	   und	   Ligation	   entfernt	   (siehe	   Abschnitt	   2.2.1.3).	   Die	   Lhx5-­‐Bindestellen	  wurden	   durch	  
PCR	  amplifiziert	  (siehe	  Abschnitt	  2.2.1.2)	  und	  mit	  Restriktionsenzym-­‐Schnittstellen	   für	  HindIII	  und	  NheI	  versehen.	   Die	   amplifizierten	   Bindestellen	   und	   der	  modifizierte	   pGL4.26	   Vektor	   wurde	  mit	   HindIII	   und	  NheI	   (wie	   in	   Abschnitt	   2.2.1.3	   beschrieben)	   verdaut.	   Mit	   Gelaufreinigung	   (siehe	   Abschnitt	   2.2.1.1)	  aufgereinigt	   und	   ligiert	   (siehe	   2.2.1.3).	   Anschließend	   wurde	   die	   Ligation	   in	   DH10ß-­‐Bakterien	  transformiert	  (siehe	  2.2.1.3)	  und	  die	  DNA	  per	  Plasmidpräparation	  nach	  Abschnitt	  2.2.1.3	  isoliert.	  	  
Induktion	  und	  Transfektion	  der	  Neuro2a-­Lhx5-­Zelllinie	  Für	  den	  Luciferase-­‐Assay	  wurden	  5.000	  Zellen	  der	  Doxycyclin-­‐abhängig	  Lhx5	   exprimierenden	  Neuro2a-­‐Zelllinie	   pro	   Well	   in	   einer	   96-­‐Well	   Platte	   ausgesät	   und	   für	   24	  h	   bei	   37	   °C	   und	   5%	   CO2	   inkubiert.	  Anschließend	  wurden	   die	   Zellen	   zur	   Validierung	   der	   Lhx5-­‐Bindestellen	  mit	   den	   erstellten	   Konstrukten	  (Lmo1,	  Tbx3	  und	  Foxb2)	  und	  dem	  pGL4.75,	  der	  die	  Renilla	  (Renilla	  reniformis)	  Luciferase	  unter	  Kontrolle	  des	   CMV-­‐Promotors,	   in	   einem	   Verhältnis	   von	   50:1	   kotransfiziert.	   Um	   den	   Effekt	   von	   Lmo1	   auf	   die	  Funktion	  von	  Lhx5	  zu	  untersuchen,	  wurde	  das	  Lmo1-­‐Konstrukt,	  der	  pGL4.75-­‐Vektor	  (Promega)	  und	  0	  ng,	  5	  ng,	  25	  ng	  bzw.	  125	  ng	  eines	  Lmo1-­‐Expressionsvektor	  kotransfiziert.	  Die	  Transfektion	  erfolgte	  mit	  dem	  TurboFect	   Transfection	   Reagent	   von	   Thermo	   Scientific	   und	   wurde	   nach	   dem	   beiliegenden	   Handbuch	  (2012)	  für	  die	  96-­‐Well	  Platte	  durchgeführt.	  Die	  Zellen	  wurden	  für	  24	  h	  bei	  37	  °C	  und	  5%	  CO2	   inkubiert.	  Anschließend	   wurde	   das	   Medium	   von	   den	   Zellen	   abgenommen.	   Zellen,	   die	   Lhx5	   exprimieren	   sollten,	  erhielten	   Medium	   mit	   0,5	  µg/ml	   Doxycyclin.	   Zellen,	   die	   als	   Kontrolle	   kein	   Lhx5	   exprimieren	   sollten,	  erhielten	  Medium	  ohne	  Doxycyclin.	  Die	  Zellen	  wurden	  danach	  für	  24	  h	  bei	  37	  °C	  inkubiert.	  	  
Detektion	  der	  Luciferase	  Die	  Detektion	  der	  Luciferase	  erfolgte	  mit	  dem	  Dual-­Luciferase	  Reporter	  Assay	  System	  von	  Promega.	  Dabei	  wurde	  dieser	  Versuch	  nach	  dem	  beiliegendem	  Handbuch	  (revidiert	  6/11)	  durchgeführt,	  wobei	  mit	  50	  µl	  
Passive	  Lysis	  Buffer	   lysiert	  und	  25	  µl	  Lysat	   im	  Assay	  eingesetzt	  wurde	   .	  Die	  Luciferase-­‐Aktivität	  wurde	  in	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einem	  BMG	  Labtech	  LumiStar	  Gerät	  detektiert,	  wobei	  50	  µl	  LAR	  II	  injiziert	  wurde.	  Dann	  wurde	  für	  12	  sek	  alle	   0,5	   sek	   die	   Lumineszenz	   gemessen.	   Anschließend	   erfolgte	   die	   zweite	   Injektion	   mit	   Stop	   &	   Glo	  Reagenz,	  um	  die	  Aktivität	  der	  Renilla	   Luciferase	  zu	  bestimmen.	  Dabei	  wurde	   für	  12	   sek	  alle	  0,5	   sek	  die	  Lumineszenz	  gemessen.	  	  
Berechnung	  der	  Luciferase-­Aktivität	  Für	   die	   Berechnung	   der	   Luciferase-­‐Aktivität	   wurde	   das	   Verhältnis	   des	   maximalen	   Luciferase-­‐Signals	  zwischen	   Firefly	   und	   Renilla	   Luciferase	   berechnet.	   Anschließend	   wurde	   der	   Mittelwert	   der	   Triplikate	  berechnet.	  Danach	  wurde	   jeweils	   induzierte	  mit	  nicht-­‐induzierte	  Zellen	  verglichen,	   indem	  beide	  auf	  den	  Wert	  der	  nicht-­‐induzierten	  Zellen	  normalisiert	  wurden.	  Die	  Zunahme	  der	  Luciferase-­‐Aktivität	  wurde	  auf	  Signifikanz	  mithilfe	  des	  t-­‐Tests	  untersucht.	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3 Ergebnisse	  
3.1 Lhx1	  und	  Lhx5	  sind	  unterschiedlich	  im	  mammillären	  Neuroepithel	  exprimiert	  In	   dieser	   Arbeit	   sollte	   Einblick	   in	   die	   Spezifizierung	   des	   kaudalen	   Hypothalamus	  gewonnen	  werden,	   der	   zu	   einem	  Großteil	   durch	   den	  Mammillarkörper	   eingenommen	  wird.	   Wie	   in	   der	   Einleitung	   ausführlich	   beschrieben,	   kodieren	   Lhx-­‐Gene	   für	  Transkriptionsfaktoren,	   die	   starke	   Determinanten	   in	   der	   Entwicklung	   sind.	   Lhx1	   und	  
Lhx5	   sind	   in	   vielen	   Geweben	   koexprimiert,	   wobei	   Lhx1	   meistens	   einen	   starken	   und	  mutanten	   Phänotyp	   zeigt,	   während	   Lhx5	   redundant	   ist	   und	   keinen	   abnormalen	  Phänotyp	   zeigt	   [67],	   [68].	   Eine	   detaillierte	   Expressionsanalyse	   dieser	   beiden	   Gene	   im	  kaudalen	   Hypothalamus	   von	   E11.5	   Embryonen	   ergab,	   dass	   beide	   Gene	   zwar	   im	  Mammillarkörper	   exprimiert	   waren	   (Abbildung	   1	   A,	   B),	   aber	   es	   einen	   deutlichen	  Unterschied	   im	  mammillären	   Neuroepithel	   gab,	   das	   die	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	  produziert.	  Hierbei	  war	  Lhx5	  stark	  im	  mammillären	  Neuroepithel	  exprimiert	  (Abbildung	  1	  D,	  F),	  wohingegen	  Lhx1	  dort	  nicht	  exprimiert	  war	  (Abbildung	  1	  C,	  E).	  
	  
Abbildung	  1:	  Lhx1	  und	  Lhx5	  waren	  unterschiedlich	  im	  mammillären	  Neuroepithel	  exprimiert	  
In	   situ	   Hybridisierung	   von	  Lhx1	   und	  Lhx5	   auf	   Sagittalschnitten	   (rostral	   befindet	   sich	   links)	   von	   E11.5	   Embryonen,	  Gegenfärbung	   mit	   0,1%	   Eosin.	   A-­‐B	   Expression	   von	   Lhx1	   und	   Lhx5	   in	   lateralen	   Schnitten,	   im	   Mantel	   des	  Mammillarkörpers.	  C-­‐F	  Expression	  von	  Lhx1	  und	  Lhx5	  in	  medialen	  Schnitten,	  im	  Neuroepithel.	  Lhx1	  und	  Lhx5	  waren	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beide	   stark	   im	  Mammillarkörper	   exprimiert	   (A,	   B).	  Wohingegen	   im	  Neuroepithel	   des	  Mammillarkörpers	   Lhx1	   fast	  nicht	   zu	   detektieren	  war	   (C,	   E),	   während	   Lhx5	   dort	   eine	   sehr	   starke	   Expression	   zeigte	   (D,	   F).	   Die	   Einsätze	   in	   den	  Bildern	  zeigen	  Vergrößerungen	  der	  eingerahmten	  Bereiche.	  Maßstabsbalken:	  500	  µm	  Anhand	   dieser	   Daten	  wird	   deutlich,	   dass	   Lhx5	   sowohl	   an	   dem	  Ort,	   wo	   die	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	  produziert	  werden,	  als	  auch	   im	  Mammillarkörper	  selbst	  exprimiert	  ist.	   Lhx1	   dagegen	   ist	   nur	   im	   Mammillarkörper	   exprimiert.	   Somit	   hat	   Lhx5	  möglicherweise	  bereits	   früh	  in	  der	  Entwicklung	  der	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  eine	  wichtige	  Rolle.	  Wohingegen	  Lhx1	  möglicherweise	  erst	  später	  in	  der	  Entwicklung	  dieser	  Zellen,	   wenn	   sie	   bereits	   weiter	   differenziert	   sind,	   wichtig	   wird.	   Von	   daher	   kann	   die	  Hypothese	   aufgestellt	   werden,	   dass	   Lhx5	   und	   nicht	   Lhx1	   eine	   wichtige	   und	   nicht	  redundante	  Rolle	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  hat.	  	  
3.2 Lhx5	  ist	  für	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  essentiell	  
3.2.1 Lhx1-­‐	   und	   Lhx5-­‐doppelmutante	   Embryonen	   zeigen	   einen	   Verlust	   des	  
Mammillarkörpers	  bei	  E18.5	  Um	   die	   Rolle	   dieser	   beiden	   Gene	   in	   der	   Entwicklung	   des	   Mammillarkörpers	   zu	  analysieren,	  wurden	  Mäuse,	  bei	  welchen	  sowohl	  die	  komplette	  kodierende	  Region	  von	  
Lhx1	   [120]	   als	   auch	   die	   Exons	   2	   bis	   5	   von	   Lhx5	   (nicht-­‐publiziert)	   mit	   loxP-­‐Stellen	  flankiert	  sind,	  mit	  der	  Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP	  Mauslinie	  [119]	  gekreuzt.	  Diese	  Mauslinie	  exprimiert	  die	  Cre-­‐Rekombinase	  und	  GFP	  unter	  der	  Kontrolle	  des	  Foxb1-­‐Promotors,	  d.h.	  Cre	  und	  GFP	  sind	  in	  allen	  Zellen	  zu	  detektieren,	  in	  welchen	  der	  Foxb1-­‐Promotor	  aktiv	  ist.	  
Foxb1	   ist	   dabei	   ein	   bekannter	   und	   sehr	   spezifischer	   Marker	   des	   Mammillarkörpers	  [105],	   wodurch	   die	   Cre-­‐Rekombinase	   in	   dieser	   Mauslinie	   im	   Mammillarkörper	  exprimiert	   ist.	   Somit	   kann	   sie	   in	   diesen	   Zellen	   die	   loxP-­‐Stellen	   von	   Lhx1	   und	   Lhx5	  rekombinieren,	  wodurch	  es	  zu	  einem	  konditionalen	  Knock-­out	  (KO)	  dieser	  beiden	  Gene	  im	   Mammillarkörper	   kommt.	   Da	   diese	   beiden	   Gene	   redundante	   und	   gemeinsame	  Funktionen	   haben	   [84],	   [83],	   [86],	   wurden	   zuerst	   Lhx1-­‐	   und	   Lhx5-­‐doppelmutante	  Embryonen	  auf	  Phänotypen	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  analysiert.	  Dazu	  wurden	   in	   einem	   ersten	   Schritt	   Schnitte	   relativ	   weit	   entwickelter	   E18.5	   Embryonen	  mithilfe	  der	  Nissl-­‐Färbung	  analysiert.	  Dabei	  konnte	  in	  Mäusen,	  die	  heterozygot	  für	  alle	  drei	   Gene	   waren,	   eine	   runde,	   dicht	   gepackte	   Struktur	   von	   Zellen	   im	   kaudalen	  
Hypothalamus	   detektiert	   werden,	   aus	   welcher	   ein	   dickes	   Bündel	   Axone	   verlief	  (Abbildung	  2	  A).	  Bei	  dieser	  Struktur	  handelt	  es	  sich	  um	  den	  Mammillarkörper	  und	  den	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zugehörigen	   Axonen,	   die	   im	   principal	   mammillary	   tract	   aus	   dem	   Mammillarkörper	  verlaufen.	   Heterozygote	   Mäuse	   zeigten	   somit	   einen	   mit	   dem	   Wildtyp	   vergleichbaren	  Mammillarkörper	   und	   wurden	   im	   weiteren	   Verlauf	   der	   Arbeit	   mit	   Wildtypmäusen	  zusammengefasst	  und	  als	  Wildtyp	  bezeichnet.	  
	  
Abbildung	   2:	   Der	  Mammillarkörper	   war	   in	   Lhx5-­mutanten	   Embryonen	   von	   E13.5	   an	   signifikant	   reduziert,	  
während	  Lhx1-­mutante	  Embryonen	  keinen	  abnormalen	  Phänotyp	  im	  Mammillarkörper	  zeigten	  Histologische	  Analyse	  von	  Schnitten	  des	  Mammillarkörpers	  von	  E18.5	  Lhx1-­‐	  und	  Lhx5-­‐doppelmutanten,	  bzw.	  Lhx1-­‐	  und	  Lhx5-­‐einzelmutanten	   Embryonen	   und	   Größenmessung	   des	  Mammillarkörpers	   in	  Wildtyp-­‐	   und	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	   bei	   unterschiedlichen	   Zeitpunkten	   in	   der	   Entwicklung	   (E11.5	   –	   E18.5).	   A-­‐D	   Nissl-­‐Färbung;	   E-­‐H	  Immunhistochemie	  gegen	  GFP	  (grün)	  und	  Neurofilament	  (rot),	  Gegenfärbung	  mit	  DAPI	  (blau);	  I-­‐L	  Immunhistochemie	  gegen	  Lhx1/5	  (rot),	  Gegenfärbung	  mit	  DAPI	  (blau);	  M	  Quantifizierung	  der	  Größe	  des	  Mammillarkörpers.	  Heterozygote	  Mäuse	   zeigten	   einen	   normalen	   Mammillarkörper	   mit	   Axone,	   die	   im	   principal	   mammillary	   tract	   aus	   diesem	  herauslaufen	  (A).	  Im	  Mammillarkörper	  dieser	  Mäuse	  konnte	  GFP	  der	  Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP-­‐Kassette	  (E)	  und	  Lhx1/5	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(I)	  detektiert	  werden.	  Die	  Lhx1-­‐	  und	  Lhx5-­‐Doppelmutante	  zeigte	  hingegen	  histologisch	  keinen	  Mammillarkörper	  und	  auch	   die	   zugehörigen	   Axone	   des	   principal	  mammillary	   tract	   fehlten	   (D).	   Des	  Weiteren	   konnte	  weder	   GFP	   von	   der	  Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP-­‐Kassette	  (H)	  noch	  Lhx1	  und	  Lhx5	  detektiert	  werden	  (L).	  Die	  Lhx1-­‐Einzelmutante	  zeigte	  einen	  histologisch	   normalen	   Mammillarkörper	   (B),	   der	   sowohl	   GFP	   (F)	   als	   auch	   Lhx5	   exprimierte	   (J).	   Ähnlich	   zu	   der	  Doppelmutante	  zeigte	  die	  Lhx5-­‐Einzelmutante	  auch	  einen	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers	   (C)	  mit	  dem	  verbundenen	  Ausbleiben	  des	  GFP-­‐Signals	   (G).	   Schließlich	  konnte	   in	  dieser	  Mutante	  auch	  kein	  Lhx1-­‐	  bzw.	  Lhx5-­‐Protein	  detektiert	  werden	   (K).	   Anhand	   der	   Größenmessung	   wurde	   deutlich,	   dass	   der	   Mammillarkörper	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   im	  Vergleich	  zum	  Wildtyp	  von	  E13.5	  an	  signifikant	  verkleinert	  war	  (M).	  Abkürzungen:	  MBO:	  Mammillarkörper,	  P:	  Pons,	  n.s.	  nicht	  signifikant;	  *	  p<0,05;	  **	  p<0,01;	  ***	  p<0,001;	  Die	  Pfeile	  zeigen	  den	  principal	  mammillary	  tract.	  Das	  Sternchen	  gibt	   in	  C	  und	  D	  die	  Position	  des	  Mammillarkörpers	  an,	  wenn	  dieser	  vorhanden	  wäre.	  Maßstabsbalken:	  100	  µm;	  die	  Fehlerbalken	  geben	  die	  Standardabweichung	  an;	  n	  =	  3	  Embryonen	  In	  Lhx1-­‐	  und	  Lhx5-­‐doppelmutanten	  Embryonen	  hingegen	  war	  diese	  Struktur	  von	  dicht-­‐gepackten	   Zellen	   und	   die	   zugehörigen	   Axone	   nicht	   zu	   detektieren.	   Somit	   zeigten	   die	  mutanten	  Embryonen	  im	  Vergleich	  zu	  Wildtyp-­‐Embryonen	  bei	  E18.5	  einen	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers	   und	  des	   zugehörigen	  Axonbündels	   (Abbildung	   2	  D).	  Dieser	  Verlust	  ging	  in	  der	  Mutante	  mit	  einem	  Ausbleiben	  des	  GFP	  Signals	  der	  iCre-­‐IRES-­‐EGFP-­‐Kassette	  einher,	  das	  immunhistochemisch	  mit	  einem	  Antikörper	  gegen	  GFP	  im	  Wildtyp	  detektiert	  werden	   konnte	   (Abbildung	   2	   E,	   H).	   Dies	   bestätigte	   das	   beobachtete	   histologische	  Ergebnis.	   Schließlich	   konnte	   mit	   Immunhistochemie	   und	   einem	   Antikörper,	   der	   Lhx1	  und	   Lhx5	   detektierte,	   gezeigt	   werden,	   dass	   die	   Proteine	   dieser	   beiden	   Gene	   im	  Mammillarkörper	   des	  Wildtyps	   exprimiert	   werden	   (Abbildung	   2	   I),	   aber	   nicht	   in	   der	  Doppelmutante	  detektiert	  werden	  konnten	  (Abbildung	  2	  L).	  Dies	  bestätigte	  den	  Verlust	  dieser	  beiden	  Gene	  in	  der	  Doppelmutante.	  	  Durch	  diese	  Ergebnisse	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  Lhx1	  und	  Lhx5	  nicht	  nur	  sehr	  stark	  im	   Mammillarkörper	   exprimiert	   sind,	   sondern	   auch	   eine	   wichtige	   Rolle	   in	   dessen	  Entwicklung	  haben.	  	  
3.2.2 Lhx5	  und	  nicht	  Lhx1	  ist	  essentiell	  für	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  Die	  Frage	  bleibt	  jedoch	  offen,	  ob	  beide	  Gene	  für	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  benötigt	  werden,	  oder	  aber,	  ob	  eines	  dieser	  beiden	  Gene	  eine	  wichtigere	  Rolle	  hat	  und	  damit	   das	   andere	   Gen	   entbehrlich	   ist.	   Um	   diese	   Frage	   zu	   beantworten,	   wurden	   die	  zugehörigen	  Einzelmutanten	  analysiert.	  Dabei	  zeigten	  Lhx1-­‐mutante	  Embryonen	  einen	  normalen	   Mammillarkörper	   (Abbildung	   2	   B),	   der	   sowohl	   histologisch	   in	   der	   Nissl-­‐Färbung,	  als	  auch	  aufgrund	  des	  GFP-­‐Signals	  detektiert	  werden	  konnte	  (Abbildung	  2	  F).	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Somit	   wurde	   der	  Mammillarkörper	   in	   dieser	  Mutante	   korrekt	   spezifiziert.	   Schließlich	  konnte	   mithilfe	   des	   Lhx1/5-­‐Antikörpers	   gezeigt	   werden,	   dass	   die	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	  noch	  Lhx5	  in	  der	  Lhx1-­‐Mutante	  exprimierten	  (Abbildung	  2	  J).	  Die	   Lhx5-­‐Einzelmutante	   zeigte	   jedoch	   sowohl	   einen	   Verlust	   des	   Mammillarkörpers	  (Abbildung	   2	  C)	   als	   auch	   einen	   Verlust	   des	   zugehörigen	   GFP-­‐Signals	   (Abbildung	   2	  G),	  was	   sehr	   vergleichbar	   zur	   Lhx1/Lhx5-­‐Doppelmutante	   war.	   In	   Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  konnten	  Zellen,	  die	  Lhx1	  und	  Lhx5	  exprimierten,	  im	  kaudalen	  Hypothalamus	  nicht	   detektiert	  werden	   (Abbildung	  2	  K).	  Dies	   zeigte	   an,	   dass	   entweder	  die	   Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  verloren	  gegangen	  sind	  oder	  dass	  diese	  Zellen	  aufgehört	  haben	  Lhx1	  zu	   exprimieren.	   Somit	   zeigte	   die	   Lhx5-­‐Einzelmutante	   den	   gleichen	   Phänotyp	   wie	   die	  
Lhx1-­‐	  und	  Lhx5-­‐Doppelmutante.	  	  
Zusammenfassend	   zeigten	   diese	   Daten,	   dass	   Lhx5	   und	   nicht	   Lhx1	   auf	   eine	   nicht-­‐redundante	  Weise	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  involviert	  ist.	  Da	  die	  Lhx5-­‐Mutante	  einen	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers	  zeigte	  und	  die	  Lhx1-­‐Mutante	  nicht,	  scheint	  es	   so,	   dass	   der	   Phänotyp	   der	   Lhx1/Lhx5-­‐Doppelmutante	   hauptsächlich	   durch	   den	  Verlust	   von	   Lhx5	   verursacht	   wurde.	   Aufgrund	   dieses	   Ergebnisses	   wurde	   der	   Fokus	  dieser	  Arbeit	  auf	  die	  Analyse	  der	  Lhx5-­‐Einzelmutante	  gelegt.	  Um	  ein	  besseres	  Verständnis	  von	  den	  Mechanismen	  zu	  erhalten,	  die	  für	  den	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers	   verantwortlich	   sind,	   ist	   es	   wichtig	   herauszufinden,	   wann	   dieser	  mutante	  Phänotyp	  in	  der	  Entwicklung	  entsteht.	  Um	  diese	  Frage	  zu	  beantworten,	  wurde	  die	   Größe	   des	   Mammillarkörpers	   bei	   verschiedenen	   Entwicklungsstadien	   in	  Wildtyp-­‐	  und	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  bestimmt.	  	  
3.2.3 Der	   Mammillarkörper	   ist	   in	   Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   von	   E13.5	   an	   signifikant	  
reduziert	  Bei	   frühen	   Stadien	   (E10.5-­‐E12.5)	   konnte	   kein	   Unterschied	   in	   der	   Größe	   des	  Mammillarkörpers	   detektiert	   werden.	   Aber	   von	   E13.5	   an,	   konnte	   eine	   signifikante	  Reduktion	   der	   Mammillarkörpergröße	   bestimmt	   werden.	   Von	   diesem	   Zeitpunkt	   an	  nahm	   der	   Wildtyp-­‐Mammillarkörper	   stark	   an	   Größe	   zu,	   während	   der	   mutante	  Mammillarkörper	  die	  ursprüngliche	  Größe	  beibehielt	  (Abbildung	  2	  M).	  Diese	  Ergebnisse	  zeigten,	  dass	   sich	  der	  Mammillarkörper	   in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  bis	  E12.5	  morphologisch	  normal	   entwickelte,	   aber	   von	   diesem	   Zeitpunkt	   an	   morphologisch	   abnormal	   wurde.	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Somit	   zeigte	  die	  Lhx5-­‐Mutante	   eine	   signifikante	  Reduktion	  des	  Mammillarkörpers	   von	  E13.5	  an.	  	  Ein	   solcher	   Verlust	   einer	   Gehirnstruktur	   kann	   auf	   verschiedene	   Möglichkeiten	  zurückgeführt	   werden.	   Zum	   Einen	   besteht	   die	   Möglichkeit,	   dass	   die	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	  nicht	  bzw.	   in	  nicht	   ausreichenden	  Mengen	  produziert	  werden,	  was	  auf	  ein	  Proliferationsproblem	  hindeuten	  würde.	  Zum	  Anderen	  könnten	  diese	  Zellen	  im	  Laufe	  der	  Entwicklung	  durch	  Apoptose	  entfernt	  werden.	  Eine	  weitere	  Möglichkeit	  wäre,	  dass	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  zwar	  produziert	  werden	  und	  nicht	  sterben,	  aber	  schließlich	   nicht	   in	   ihre	   korrekte	   Position	   migrieren	   und	   somit	   ein	   Migrationsdefekt	  vorliegt.	  	  Als	  letzte	  Möglichkeit	  könnten	  diese	  Zellen	  zwar	  produziert	  werden,	  überleben	  und	  sich	  in	  ihrer	  korrekten	  Position	  befinden.	  Jedoch	  könnten	  diese	  Zellen	  ihre	  Identität	  verlieren	  und	  nicht	  korrekt	  spezifiziert	  sein,	  	  wodurch	  sie	  nicht	  die	  Instruktionen	  haben	  den	   Mammillarkörper	   zu	   bilden.	   Diese	   Möglichkeiten	   wurden	   im	   weiteren	   Verlauf	  dieser	  Arbeit	  nacheinander	  analysiert.	  	  
3.3 Proliferation	   und	   Apoptose	   sind	   im	   Lhx5-­‐mutanten	   Mammillarkörper	   nicht	  
verändert	  
3.3.1 Analyse	  der	  Proliferation	  Um	   den	  Mechanismus	   zu	   entschlüsseln,	   der	   für	   die	   Reduktion	   des	  Mammillarkörpers	  verantwortlich	   ist,	   wurden	   in	   einem	   ersten	   Schritt	   Proliferation	   und	   Apoptose	  untersucht.	  Hierzu	  wurde	  zuerst	  analysiert,	  ob	  das	  Neuroepithel	  des	  Mammillarkörpers,	  d.h.	   der	   Ort	   wo	   die	   Zellen	   des	   Mammillarkörpers	   produziert	   werden,	   überhaupt	  proliferiert,	  bzw.	  ob	  in	  der	  Mutante	  das	  Neuroepithel	  verkleinert	  ist	  oder	  eine	  Lücke	  von	  nicht-­‐proliferierenden	   Zellen	   aufweist.	   	   Um	   das	   zu	   überprüfen,	   wurden	   transversale	  Schnitte	  durch	  das	  mammilläre	  Neuroepithel	  mit	  Immunhistochemie	  auf	  Ki67	  und	  ßIII-­‐Tubulin	   untersucht.	   Ki67	   ist	   dabei	   ein	   bekannter	   Marker	   von	   proliferierenden	   Zellen	  [122],	   wohingegen	   ßIII-­‐Tubulin	   eine	   Tubulinklasse	   ist,	   die	   exklusiv	   nur	   in	  differenzierten	  Neuronen	  gefunden	  werden	  kann	  [123].	  Diese	  Experimente	  zeigten,	  dass	  in	   Wildtyp-­‐Embryonen	   Zellen,	   die	   direkt	   an	   den	   Ventrikel	   angrenzten,	   Ki67-­‐positiv	  waren	  und	  das	  eigentliche	  Neuroepithel	  bilden.	  In	  diesem	  Bereich	  zeigten	  alle	  Zellen	  ein	  Ki67-­‐Signal	   (Abbildung	   3	  A).	   Zellen,	   die	   hingegen	   weiter	   entfernt	   waren	   von	   dem	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Ventrikel,	   zeigten	   kein	   Ki67-­‐Signal	   mehr.	   Dafür	   waren	   sie	   aber	   ßIII-­‐Tubulin	   positiv	  (Abbildung	  3	  B).	  Dies	  zeigte,	  dass	  Zellen,	  die	  nahe	  am	  Ventrikel	  sind,	  proliferieren	  und	  damit	   das	  Neuroepithel	   sind	  und	  Zellen,	   die	  weiter	   entfernt	   sind	   vom	  Ventrikel,	   nicht	  mehr	  proliferieren	  und	  damit	  differenzierte	  Neurone	  sind.	  D.h.	  es	  handelt	  sich	  dabei	  um	  den	  Mantel.	  In	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  zeigte	  sich	  ein	  sehr	  ähnliches	  Bild:	  Auch	  hier	  zeigten	  alle	  Zellen	  des	  Neuroepithels	  ein	  Ki67-­‐Signal	  (Abbildung	  3	  C)	  und	  proliferieren	  somit.	  Wobei	  Zellen,	  die	  weiter	  entfernt	  vom	  Ventrikel	  waren,	  anhand	  des	  ßIII-­‐Tubulin-­‐Signals	   als	   bereits	   differenziert	   identifiziert	   wurden	   und	   nicht	   mehr	   proliferierten	  (Abbildung	  3	  D).	  Somit	  proliferieren	  sowohl	  in	  dem	  Wildtyp,	  als	  auch	  in	  der	  Mutante	  alle	  Zellen	  des	  mammillären	  Neuroepithels	  und	  es	  ist	  keine	  Lücke	  von	  nicht	  proliferierenden	  Zellen	  in	  der	  Mutante	  sichtbar.	  
	  
Abbildung	   3:	   Der	   mutante	   Phänotyp	   wurde	   nicht	   durch	   verringerte	   Proliferation	   oder	   erhöhte	   Apoptose	  
verursacht	  Detektion	  von	  proliferierenden	  und	  apoptotischen	  Zellen	  und	  Berechnung	  der	  Länge	  der	  S-­‐Phase	  und	  des	  Zellzyklus.	  A-­‐D	  Immunhistochemie	  gegen	  Ki67	  (rot)	  und	  ßIII-­‐Tubulin	  (grün)	  in	  Schnitten	  von	  E12.5	  Embryonen,	  DAPI	  (blau)	  als	  Gegenfärbung;	  E-­‐F	   Immunhistochemie	   zur	  Detektion	   von	   IddU	   (grün)	  und	  BrdU/IddU	   (rot)	   in	   Schnitten	   von	  E12.5	  Embryonen,	  TO-­‐PRO-­‐III	  (blau)	  als	  Gegenfärbung;	  G-­‐H	  Immunhistochemie	  zur	  Detektion	  von	  aktiver	  Caspase	  3	  (grün)	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in	   Schnitten	   von	   E12.5	   Embryonen,	   DAPI	   (blau)	   als	   Gegenfärbung;	   I	   Quantifizierung	   der	   Länge	   der	   S-­‐Phase	   im	  mammillären	   Neuroepithel	   in	   Mutante	   und	   Wildtyp	   in	   E10.5-­‐E12.5	   Embryonen;	   J	   Quantifizierung	   der	   Länge	   des	  Zellzyklus	  im	  mammillären	  Neuroepithel	  in	  E10.5-­‐E12.5	  Wildtyp-­‐	  und	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen;	  K	  Quantifizierung	  der	   apoptotischen	  Zellen	   im	  kaudalen	  Hypothalamus	   von	  E11.5-­‐E14.5	  wildtypischen	  und	  mutanten	  Embryonen.	   Im	  Wildtyp	  waren	   alle	   Zellen,	   die	   in	   direkter	  Nachbarschaft	   zum	  Ventrikel	   lagen,	   Ki67-­‐positiv	   und	   bildeten	   somit	   das	  Neuroepithel	   (A).	   Zellen,	   die	   sich	   weiter	   entfernt	   vom	   Ventrikel	   befanden,	   waren	   ßIII-­‐Tubulin-­‐positiv	   und	   damit	  differenzierte	  Neurone	  (B).	  In	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  wurde	  das	  mammilläre	  Neuroepithel	  auch	  von	  Ki67-­‐positiven	  Zellen	  gebildet,	  die	   in	  direkter	  Nachbarschaft	  zum	  Ventrikel	  waren	  (C).	  Zellen	  hingegen,	  die	  weiter	  vom	  Ventrikel	  entfernt	  waren,	  waren	  weiter	  differenziert	  und	  damit	  nur	  ßIII-­‐Tubulin	  positiv	  (D).	  Sowohl	  in	  Zellen	  des	  wildtypischen,	  als	  auch	  	  in	   Zellen	   des	   mutanten	   Neuroepithels	   waren	   die	   IddU	   bzw.	   BrdU/IddU-­‐Markierungen	   zu	   detektieren,	   wobei	   klar	  zwischen	  rein	  IddU-­‐positiven	  (grün)	  und	  IddU-­‐	  und	  BrdU-­‐positiven	  (gelb)	  Zellen	  unterschieden	  werden	  konnte	  (E,	  F).	  Im	   Bereich	   des	  Mammillarkörpers	   in	  Wildtyp-­‐	   bzw.	   Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   konnten	   nur	   wenige	   apoptotische	  Zellen	  detektiert	  werden	  (G,	  H).	  Es	  bestand	  kein	  Unterschied	  sowohl	  in	  der	  Länge	  der	  S-­‐Phase,	  als	  auch	  in	  der	  Länge	  des	   kompletten	   Zellzyklus	   im	   mammillären	   Neuroepithel	   im	   Vergleich	   zwischen	   Wildtyp	   und	   Mutante	   (I,	   J).	   Die	  Anzahl	   an	   apoptotischen	   Zellen	   war	   im	   Bereich	   des	   Mammillarkörpers	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   nicht	   erhöht	   (K).	  Abkürzungen:	  V:	  Ventrikel,	  MBO:	  Mammillarkörper;	  Pfeile	  zeigen	  aktive	  Caspase	  3	  positive	  Zellen;	  Maßstabsbalken:	  100	   µm;	   n.s.	   nicht	   signifikant,	   *	   p<0,05;	   Die	   Fehlerbalken	   geben	   den	   Standardfehler	   des	   Mittelwerts	   an.	   n	   =	   3	  Embryonen	  Somit	   befinden	   sich	   auch	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   alle	   Zellen	   des	   mammillären	  Neuroepithels	  in	  einem	  aktiv	  proliferierenden	  Status.	  Allerdings	  besteht	  die	  Möglichkeit,	  dass	  die	  Zellen	  im	  mutanten	  Neuroepithel	  zwar	  proliferieren,	  aber	  es	  könnte	  sein,	  dass	  sie	  dies	  im	  Vergleich	  zum	  Wildtyp-­‐Neuroepithel	  mit	  einer	  langsameren	  Geschwindigkeit	  machen.	  Mit	   anderen	  Worten	   könnte	   der	   Zellzyklus	   in	   der	  Lhx5-­‐Mutante	   verlangsamt	  sein.	  	  Um	  die	  Länge	  des	  Zellzyklus	  zu	  analysieren,	  wurde	  IddU	  und	  BrdU	  nach	  einem	  Protokoll	  von	   früheren	   Studien	   injiziert	   [118],	   [117].	   Für	   eine	   detaillierte	   Beschreibung	   dieses	  Protokolls	  siehe	  Material	  und	  Methoden-­‐Abschnitt.	  Kurz	  gesagt	  basiert	  dieses	  Protokoll	  auf	   der	   zeitlich	   versetzten	   Injektion	   von	   IddU	   und	   BrdU.	   IddU	   und	   BrdU	   sind	  Thymidinanaloga,	   die	   in	   der	   S-­‐Phase	   des	   Zellzyklus,	   d.h.	   während	   der	   Replikation	   für	  Thymidin	  in	  die	  DNA	  integriert	  werden.	  Diese	  integrierten	  Analoga	  können	  mithilfe	  von	  Antikörpern	   detektiert	   werden.	   Eine	   Voraussetzung	   dieser	   Methode	   ist,	   dass	   alle	   zu	  analysierenden	  Zellen	  auch	  proliferieren.	  Das	  diese	  Voraussetzung	  in	  diesem	  Fall	  erfüllt	  war,	  wurde	  bereits	  durch	  die	  Ki67-­‐Immunhistochemie	  gezeigt	  (Abbildung	  3	  A,	  C).	  Wobei	  für	   die	   Zellzyklusanalyse	   auf	   die	   innerste	   Zellschicht,	   die	   direkt	   an	   den	   Ventrikel	  angrenzt,	  fokussiert	  werden	  musste,	  da	  nur	  diese	  proliferiert.	  In	  dieser	  Methode	  wurden	  trächtige	   Mäuse	   zuerst	   mit	   IddU	   injiziert,	   um	   die	   Zellen	   zu	   markieren,	   die	   sich	   am	  Anfang	  des	  Experiments	  in	  der	  S-­‐Phase	  der	  Zellzyklus	  befinden.	  Nach	  1,5	  h	  wurden	  die	  Mäuse	  mit	  BrdU	  injiziert	  und	  schließlich	  die	  Embryonen	  nach	  0,5	  h	  gesammelt,	  wodurch	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die	  Zellen	  markiert	  wurden,	  die	  sich	  am	  Ende	  des	  Experiments	  in	  der	  S-­‐Phase	  befinden.	  Einige	  Zellen	  würden	  die	  S-­‐Phase	  in	  der	  Zeit	  zwischen	  den	  beiden	  Injektionen	  verlassen	  und	   deswegen	   nur	   IddU-­‐positiv	   sein.	   Die	   IddU-­‐positiven	   und	   BrdU/IddU-­‐doppelpositiven	   Zellen	   wurden	   mit	   Immunhistochemie	   detektiert	   (Abbildung	   3	  E,	   F).	  Nach	  Quantifizierung	  der	  IddU-­‐positiven	  (Lcells)	  und	  IddU/BrdU-­‐doppelpositiven	  Zellen	  (Scells)	   konnte	   die	   Länge	   der	   S-­‐Phase	   (Ts)	   bestimmt	   werden:	   Ts=Ti/(Lcells/Scells),	  wobei	   Ti	   die	   Zeit	   zwischen	   den	   beiden	   Injektionen	   ist,	   also	   1,5	  h.	   Mit	   dem	   gleichen	  Paradigma	   konnte	   die	   Länge	   des	   gesamten	   Zellzyklus	   (Tc)	   berechnet	   werden:	  Tc=Ts/(Scells/Pcells),	  wobei	  Pcells	  alle	  proliferierenden	  Zellen	  sind,	  d.h.	  in	  diesem	  Fall,	  alle	   Zellen	   des	  Neuroepithels.	   Diese	   Analyse	  wurde	   in	   E10.5	   bis	   zu	   E12.5	   Embryonen	  durchgeführt,	   da	   Veränderungen	   in	   der	   Proliferation	   vor	   dem	   eigentlichen	   Phänotyp	  sichtbar	  werden	  sollten.	  Mit	  dieser	  Methode	  konnte	   in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	   im	  Vergleich	  zum	   Wildtyp	   weder	   eine	   Verlängerung	   in	   der	   Länge	   der	   S-­‐Phase,	   noch	   eine	  Verlängerung	  in	  der	  Länge	  des	  Zellzyklus	  detektiert	  werden	  (Abbildung	  3	  I,	  J).	  	  Diese	   Resultate	   zeigten,	   dass	   die	   Zellen	   des	   mutanten	   mammillären	   Neuroepithels	  normal	  proliferieren	  und	  von	  daher	  der	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers	  nicht	  durch	  ein	  Problem	   in	   der	   Proliferation	   verursacht	   wird.	   Interessanterweise	   proliferierten	   die	  Zellen	   bei	   E10.5	   und	   E12.5	   schneller	   als	   bei	   E11.5	   (Abbildung	   3	  I,	   J),	   was	   damit	  zusammenhängt,	   dass	   ein	  Großteil	  der	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	   zu	  diesen	  beiden	  Zeitpunkten	  gebildet	  werden	  [124].	  	  
3.3.2 Analyse	  der	  Apoptose	  Da	   ein	   Proliferationsdefekt	   scheinbar	   nicht	   der	   Auslöser	   für	   den	   mutanten	   Phänotyp	  war,	   wurde	   als	   nächster	   Schritt	   Veränderungen	   in	   der	   Apoptose	   untersucht.	   Um	   zu	  analysieren,	   ob	   die	   Verringerung	   des	   Mammillarkörpers	   durch	   erhöhte	   Apoptose	  verursacht	   wurde,	   wurden	   Schnitte	   des	   kaudalen	   Hypothalamus	   von	   Wildtyp-­‐	   bzw.	  
Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  mit	  einem	  Antikörper	  gegen	  aktive	  Caspase	  3	  gefärbt.	  Aktive	  Caspase	  3	   ist	   ein	   typischer	   Marker	   apoptotischer	   Zellen.	   Caspasen	   werden	   dabei	   als	  inaktive	  Proenzyme	  synthetisiert,	  die	   in	  Zellen,	  die	  sich	   in	  Apoptose	  befinden,	  zu	   ihrer	  aktiven	   Form	   prozessiert	   werden	   [125].	   Die	   Anzahl	   der	   apoptotischen	   Zellen	   im	  kaudalen	  Hypothalamus	  wurden	  von	  E11.5	  bis	  E14.5	  bestimmt.	  Dabei	  zeigte	  sich,	  dass	  die	   Anzahl	   der	   apoptotischen	   Zellen	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   im	   Vergleich	   zum	   Wildtyp	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nicht	   erhöht	   war	   (Abbildung	   3	  K).	   Bei	   E11.5	   konnten	   sogar	   geringfügig	   mehr	  apoptotische	  Zellen	  im	  Wildtyp	  detektiert	  werden.	  Aus	  diesen	  Daten	  konnte	  geschlossen	  werden,	  dass	  die	  Zellen	  des	  mutanten	  Mammillarkörpers	  nicht	  sterben	  und	  dass	  damit	  Apoptose	  nicht	  der	  Grund	  für	  den	  beobachteten	  Phänotyp	  ist.	  	  
Zusammenfassend	  zeigten	  diese	  Daten,	  dass	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  in	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  normal	  produziert	  werden	  und	  nicht	  durch	  Apoptose	  sterben.	  	  
3.4 Die	  Zellen	  des	  mutanten	  Mammillarkörpers	  verlieren	  ihre	  Identität	  
3.4.1 Die	   Zellen	   des	   mutanten	   Mammillarkörpers	   haben	   keinen	   Migrationsdefekt	   und	  
befinden	  sich	  in	  ihrer	  korrekten	  Position	  Nachdem	   reduzierte	   Proliferation	   und	   erhöhte	  Apoptose	   als	  mögliche	  Gründe	   für	   den	  Verlust	   des	   Mammillarkörpers	   ausgeschlossen	   werden	   konnten,	   wurde	   in	   einem	  nächsten	   Schritt	   untersucht,	   ob	   der	   mutante	   Phänotyp	   durch	   einen	   Migrationsdefekt	  ausgelöst	  wurde.	  Somit	  würden	  sich	  die	  Zellen	   in	  einer	  abnormalen	  Position	  befinden.	  Um	   dies	   zu	   untersuchen,	  wurde	   die	   bisher	   analysierte	  Mauslinie	  mit	   einer	   ROSA26R-­‐Reporterlinie	   gekreuzt.	   In	   dieser	   Mauslinie	   wurde	   eine	   Neo-­‐Expressionskassette,	   die	  von	   loxP-­‐Stellen	   flankiert	   ist,	   das	   lacZ-­‐Gen	  und	   eine	   Polyadenylierungssequenz	   in	   den	  ROSA26-­‐Locus	   integriert.	   Die	   Transkription	   des	   lacZ-­‐Gens	   wird	   dabei	   durch	   eine	  dreifache	  Polyadenylierungssequenz	  am	  3’-­‐Ende	  der	  Neo-­‐Kassette	  verhindert	  [121].	  	  Die	  Expression	  der	  Cre-­‐Rekombinase	  resultiert	  dabei	  in	  der	  Entfernung	  des	  loxP-­‐flankierten	  
DNA-­‐Segments,	  das	  die	  Expression	  des	   lacZ-­‐Gens	  blockiert.	  Wenn	  diese	  Mauslinie	  nun	  mit	   einer	   Cre-­‐exprimierenden	  Mauslinie	   gekreuzt	  wird,	   ist	   das	   lacZ-­‐Gen	   in	   Zellen	   und	  Geweben	  exprimiert,	   in	  welchen	  die	  Cre-­‐Rekombinase	  aktiv	  ist	  bzw.	  war.	  Das	  lacZ-­‐Gen	  kodiert	   dabei	   für	   die	   ß-­‐Galactosidase,	   ein	   Enzym,	   das	   5-­‐Brom-­‐4-­‐chlor-­‐3-­‐indoxyl-­‐ß-­‐D-­‐galactopyranosid	   (X-­‐Gal)	   zu	   Galactose	   und	   einem	   blauen	   Indigo-­‐Farbstoff	   umsetzen	  kann.	   Somit	   ermöglicht	  diese	  Mauslinie	  nach	  Kreuzung	  mit	   der	   Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP	  Mauslinie	   die	   Verfolgung	   der	  Foxb1-­‐Zelllinie	   und	   damit	   die	   Verfolgung	   der	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers.	  In	  Schnitten	  von	  Foxb1Cre/+	  Lhx5fl/+	  ROSA26R+	  Embryonen	  konnte	  ß-­‐Galactosidase	  anhand	  des	  blauen	  Farbstoffes	  in	  fast	  dem	  kompletten	  Diencephalon,	  den	  Mammillarkörper	  mit	  eingeschlossen,	  detektiert	  werden	  (Abbildung	  4	  A).	  Damit	  konnte	  gezeigt	   werden,	   dass	   ein	   Großteil	   der	   Zellen	   des	   Diencephalons	   zu	   der	   Foxb1-­‐Linie	  gehört	   und	   somit	   Foxb1	   exprimiert	   haben.	   In	   Foxb1Cre/+	   Lhx5fl/fl	   ROSA26+	   Embryonen	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hingegen,	  war	  die	  Foxb1-­‐Linie	  stark	  reduziert	  und	  ß-­‐Galactosidase-­‐Aktivität	  konnte	  nur	  noch	  an	  der	  Position	  detektiert	  werden,	  an	  welcher	  sich	  der	  Mammillarkörper	  befinden	  würde	  (Abbildung	  4	  B).	  Die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  sind	  somit	  von	  der	  Reduktion	  der	   Foxb1-­‐Linie	   nicht	   betroffen	   und	   befinden	   sich,	   obwohl	   histologisch	   nur	   ein	  reduzierter	   Mammillarkörper	   detektiert	   werden	   kann,	   genau	   an	   der	   korrekten,	  anatomischen	  Position	  des	  Mammillarkörpers.	  
	  
Abbildung	   4:	   Die	   Foxb1-­Linie	   des	   Mammillarkörpers	   war	   in	   der	   Lhx5-­Mutante	   vorhanden,	   aber	   typische	  
Marker	  des	  Mammillarkörpers	  verloren	  ihre	  Expression	  A-­‐B	  Detektion	  von	  ß-­‐Galactosidase-­‐Aktivität	  zur	  Verfolgung	  der	  Foxb1-­‐Linie	   in	  Sagittalschnitten	  von	  E13.5	  Wildtyp-­‐	  und	  Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   der	   ROSA25R-­‐Linie,	   Gegenfärbung	  mit	   0,1%	   Eosin;	   C-­‐H	   In	   situ	   Hybridisierung	   zur	  Detektion	  der	  Expression	  von	  Foxb1	   (C,	  D),	  Sim1	   (E,	  F)	  und	  Lhx1	   (G,	  H)	   in	  Sagittalschnitten	  von	  E12.5	  Wildtyp-­‐	  und	  
Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen,	  Gegenfärbung	  mit	  0,1%	  Eosin.	  Die	  Foxb1-­‐Linie	  war	  klar	  reduziert	  in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  im	  Vergleich	   zum	  Wildtyp,	   wobei	   die	   Zellen	   des	   Mammillarkörpers	   aber	   weiterhin	   an	   ihrer	   korrekten,	   anatomischen	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Position	   vorhanden	   waren	   (A,	   B).	   Die	   Expression	   von	   Foxb1	   konnte	   klar	   im	   Mammillarkörper	   von	   Wildtyp-­‐Embryonen	   detektiert	  werden	   (C),	  wobei	   sie	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   deutlich	   reduziert	  war	   und	   die	   positiven	   Zellen	  nicht,	  wie	   im	  Wildtyp	  dicht	   aneinander	   gelagert,	   sondern	  mehr	   verteilt	  waren	   (D).	  Die	  Sim1	   in	   situ	  Hybridisierung	  zeigte	   eine	   starke	   Färbung	   des	   Mammillarkörpers	   (E),	   wohingegen	   diese	   in	   der	   Mutante	   fast	   komplett	   verloren	  gegangen	  war	  und	  nur	  noch	  in	  einem	  schwachen	  Streifen	  zu	  detektieren	  war	  (F).	  Die	  Expression	  von	  Lhx1	  war	  unter	  Wildtypbedingungen	  eindeutig	  im	  Mammillarkörper	  zu	  sehen	  (G).	  In	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  war	  die	  Expression	  ähnlich	  zu	  
Sim1	  sehr	  stark	  reduziert	  und	  nur	  noch	  ein	  schwacher	  Streifen	  an	  Expression	  war	  zu	  detektieren	  (H).	  Abkürzungen:	  ISH:	  in	  situ	  Hybridisierung;	  Pfeile	  in	  A	  und	  B	  markieren	  die	  Ausdehnung	  der	  Foxb1-­‐Linie	  im	  kaudalen	  Hypothalamus;	  Pfeil	  in	  C	  bis	  H	  markiert	  die	  Position	  des	  Mammillarkörpers;	  Maßstabsbalken:	  500	  µm	  Somit	  scheinen	  sich	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  in	  der	  Lhx5-­‐Mutante,	  wie	  auch	  im	  Wildtyp,	   an	   ihrer	   richtigen	   Position	   zu	   befinden	   und	   ein	   Migrationsdefekt	   kann	   als	  möglicher	  Auslöser	  für	  den	  mutanten	  Phänotyp	  ausgeschlossen	  werden.	  	  
3.4.2 Die	   Zellen	   des	   mutanten	   Mammillarkörpers	   werden	   falsch	   spezifiziert	   und	  
exprimieren	  ihre	  typischen	  Marker	  nicht	  mehr	  Da	   Proliferation,	   Apoptose	   und	   Migrationsdefekte	   als	   mögliche	   Gründe	   für	   den	  mutanten	  Phänotyp	  ausgeschlossen	  wurden,	  liegt	  die	  Vermutung	  nahe,	  dass	  der	  Verlust	  des	   Mammillarkörpers	   durch	   eine	   Fehlspezifizierung	   und	   damit	   durch	   einen	  Identitätsverlust	  der	  Zellen	  verursacht	  wurde.	  Sollte	  dies	  tatsächlich	  stimmen,	  so	  sollte	  dies	  zu	  einem	  Verlust	  der	  Expression	  spezifischer	  Marker	  des	  Mammillarkörpers	  noch	  vor	   der	   Ausbildung	   des	   morphologischen	   Phänotyps	   führen.	   Um	   diese	   Hypothese	   zu	  überprüfen,	   wurde	   mithilfe	   von	   in	   situ	   Hybridisierung	   die	   Expression	   der	   bekannten	  Marker	  des	  Mammillarkörpers	  Foxb1,	  Sim1	  und	  Lhx1	   in	  Gewebeschnitten	  von	  Wildtyp-­‐	  und	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  bei	   E12.5	   detektiert.	   Dies	  wurde	   somit	   einen	  Tag	   vor	  dem	   eigentlichen	   Auftauchen	   des	   Phänotyps	   durchgeführt.	  Foxb1	   ist,	  wie	  weiter	   oben	  bereits	  beschrieben,	  ein	  sehr	  bekannter	  Marker	  des	  Mammillarkörpers.	  Für	  Lhx1	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  es	  stark	   im	  Mammillarkörper	  exprimiert	   ist	   (Abbildung	  1	  A).	  Für	  
Sim1	  konnte	  bereits	  gezeigt	  werden,	  dass	  es	  gemeinsam	  mit	  Sim2	  eine	  wichtige	  Rolle	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  hat	  [107].	   Im	  Wildtyp	  zeigten	  alle	  drei	  Marker	  eine	  spezifische	  und	  starke	  Expression	  im	  Mammillarkörper	  (Abbildung	  4	  C,	  E,	  G).	  Somit	  waren	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  im	  Wildtyp	  korrekt	  spezifiziert	  und	  bildeten	  die	  histologische	   Struktur	   des	   Mammillarkörpers.	   In	   Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   war	   die	  Expression	  von	  Foxb1	  stark	  reduziert	  und	  es	  machte	  den	  Anschein,	  dass	  die	  Zellen	  mehr	  verteilt	  waren	  als	  im	  Wildtyp	  (Abbildung	  4	  D).	  Die	  Expression	  von	  Sim1	  und	  Lhx1	  ist	  im	  kaudalen	   Hypothalamus	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   fast	   komplett	   verschwunden.	   Allerdings	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konnte	   noch	   ein	   schwacher	   Streifen	   von	   leichter	   Expression	   detektiert	   werden	  (Abbildung	  4	  F,	  H).	  	  
Zusammenfassend	   lässt	  sich	  aber	  sagen,	  dass	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  in	  der	  
Lhx5-­‐Mutante	  zwar	  vorhanden	  sind,	  aber	  typische	  Marker	  des	  Mammillarkörpers	  nicht	  mehr	  exprimieren.	   Im	  Falle	  von	  Sim1	  und	  Foxb1	  handelt	  es	   sich	  dabei	  um	  Marker,	  die	  bereits	   dafür	   bekannt	   sind,	   dass	   sie	   eine	   wichtige	   Rolle	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers	  spielen.	  Diese	  Daten	  zeigten	  somit,	  dass	  die	  Zellen	  falsch	  spezifiziert	  sind	  und	  damit	  keinen	  Mammillarkörper	  bilden.	  	  
3.5 Identifizierung	   und	   Charakterisierung	   von	   Schlüsselkandidaten,	   die	   für	   die	  
Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  verantwortlich	  sind	  
3.5.1 Identifizierung	  	  der	  Schlüsselkandidaten	  Da	   die	   bisherigen	   Daten	   darauf	   hinweisen,	   dass	   der	   mutante	   Phänotyp	   durch	   einen	  Verlust	   der	   Spezifizierung	   verursacht	   wird,	   und	   da	   es	   sich	   bei	   Lhx5	   um	   einen	  Transkriptionsfaktor	  handelt,	  der	  die	  Expression	  anderer	  Gene	  kontrolliert,	  sollte	  es	  zu	  Veränderungen	   im	   Transkriptom	   des	   mutanten	   Neuroepithels	   des	   Mammillarkörpers	  im	  Vergleich	  zum	  Wildtyp	  kommen.	  Somit	   sollten	  bestimmte	  Gene,	  die	  wichtig	   für	  die	  Entwicklung	   des	   Mammillarkörpers	   sind,	   eine	   veränderte	   Expression	   aufweisen	   und	  sich	   damit	   unter	   der	   direkten	   oder	   indirekten	  Kontrolle	   von	  Lhx5	   befinden.	  Um	  diese	  Veränderung	  des	  Transkriptoms	  und	  damit	  Kandidaten,	  die	  Lhx5	   nachgeschalten	   sind,	  zu	  identifizieren,	  wurde	  in	  einem	  ersten	  Schritt	  Microarray-­‐Analysen	  des	  Neuroepithels	  von	  wildtypischen	   bzw.	   Lhx5-­‐mutanten	   E10.5	   Embryonen	   durchgeführt.	   E10.5	   wurde	  als	   Zeitpunkt	   gewählt,	   da	   die	   Größe	   des	   mammillären	   Neuroepithels	   in	   Wildtyp	   und	  Mutante	   zu	   diesem	   Zeitpunkt	   vergleichbar	   war.	   Dadurch	   wurde	   ausgeschlossen,	   dass	  Gene	   identifiziert	   wurden,	   die	   eine	   veränderte	   Genexpression	   aufgrund	   der	  Größenreduktion	   des	   Mammillarkörpers	   aufweisen.	   Somit	   wurden	   nur	   die	   Gene	  identifiziert,	   die	   aufgrund	   des	   Verlustes	   von	   Lhx5	   eine	   veränderte	   Expression	   zeigen.	  Für	   dieses	   Experiment	   wurde	   das	   Neuroepithel	   präpariert	   und	   anschließend	   die	  
Microarray-­‐Analyse	  bei	  der	  Firma	  MFT	  Services,	  Tübingen	  durchgeführt.	  Mithilfe	  dieser	  Analyse	  wurden	   97	   Gene	   identifiziert,	   die	   eine	   veränderte	   Expression	   in	   der	  Mutante	  aufwiesen.	   Von	   diesen	   97	   Genen	   waren	   56	   Gene	   herunterreguliert	   und	   41	   Gene	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hinaufreguliert	   (siehe	   Tabelle	   3	   im	   Anhang).	   Die	   Expression	   dieser	   Gene	   konnte	   als	  
Heatmap	   hierarchisch	   gruppiert	   dargestellt	   werden,	   wobei	   sich	   Gene	   mit	   ähnlicher	  Expression	   bzw.	   Proben,	   deren	   Gene	   eine	   ähnliche	   Expression	   aufwiesen,	   zusammen	  gruppiert	  wurden	  (Abbildung	  5	  A,	  größere	  Darstellung	  der	  Heatmap	  siehe	  Abbildung	  9	  im	  Anhang).	  Dabei	  bildeten	  die	  Wildtypproben	  eine	  Gruppe,	  die	   sich	  deutlich	  von	  den	  Proben	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   unterschieden.	   Dieses	   Ergebnis	   wurde	   durch	   eine	  Hauptkomponentenanalyse	   bestätigt,	   die	   vereinfacht	   ausgedrückt,	   umfangreiche	  Datensätze	  (in	  diesem	  Fall	  die	  Expression	  der	  97	  Gene)	  stark	  vereinfacht.	  Wodurch	  es	  möglich	  wird	   auf	   einem	  Blick	   zu	   vergleichen,	  wie	   ähnlich	   sich	   die	   Proben	   zueinander	  waren.	  Auch	  hierbei	  wurde	  deutlich,	  dass	  die	  Wildtyp-­‐Proben	  und	  die	  Proben	  der	  Lhx5-­‐Mutante	   separate	   Gruppen	   bildeten	   und	   sich	   wesentlich	   in	   der	   Genexpression	   von	  einander	  unterschieden	  (Abbildung	  5	  B).	  Diese	   Kandidaten	   wurden	   mit	   qRT-­PCR	   validiert.	   Dabei	   zeigten	   15	   Kandidaten	   eine	  deutliche	   Veränderung	   der	   Expression	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante,	   wobei	   12	   Gene	  herabreguliert	   und	   3	   Gene	   hinaufreguliert	   waren	   (Abbildung	   5	  C,	   D).	   Unter	   diesen	  Kandidaten	   befanden	   sich	   auch	   Otp,	   Olig2,	   Lmo1	   und	   Tbx3,	   die	   möglicherweise	  Schlüsselrollen	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  einnehmen	  könnten.	  Otp	  und	  
Olig2	   sind	  dabei	   dafür	   bekannt,	   die	  Expression	   von	  Sim-­‐Genen	   zu	   kontrollieren	   [126],	  [127],	   die	   eine	  wichtige	  Rolle	   in	   der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  haben	   [107].	  
Lmo1	   hingegen	   gehört	   zur	   Familie	   der	  Lmo-­‐Gene,	   die	   eine	  wichtige	  Rolle	   als	   negative	  Regulatoren	  der	  Funktion	  der	  Lhx-­‐Gene	  innehaben	  [37].	  Schließlich	  hat	  Tbx3	  in	  diesem	  Bereich	  des	  Gehirns	  eine	  wichtige	  Aufgabe	   in	  der	  negativen	  Regulation	  von	  Shh	   [128],	  [129],	   wodurch	   möglicherweise	   ein	   sehr	   wichtiger	   Signalgebungsweg	   in	   der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  eine	  entscheidende	  Rolle	  spielt.	  	  
Zusammenfassend	   wurden	   mit	   diesem	   Ansatz	   Kandidaten	   identifiziert,	   die	  möglicherweise	  Schlüsselrollen	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  haben.	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Abbildung	  5:	  Identifizierung	  von	  Genen,	  die	  sich	  regulatorisch	  unterhalb	  von	  Lhx5	  befinden	  
Microarray-­‐Analyse	   des	   wildtypischen	   und	   Lhx5-­‐mutanten	   E10.5	   mammillären	   Neuroepithels	   und	   qRT-­PCR-­‐Validierung	  der	  identifizierten	  Kandidaten;	  A	  Heatmap-­‐Darstellung	  der	  Genexpression	  der	  identifizierten	  Kandidaten	  in	   allen	   Proben	   (vergrößerte	   Darstellung	   siehe	   Abbildung	   9	   im	   Anhang);	   B	   Hauptkomponentenanalyse	   der	  
Microarray-­‐Proben;	  C	  qRT-­PCR-­‐Validierung	  der	   identifizierten	  Kandidaten,	  die	  herunterreguliert	  waren;	  D	  qRT-­PCR-­‐Validierung	  der	   identifzierten	  Kandidaten,	   die	  hinaufreguliert	  waren.	   Für	  die	  Heatmap-­‐Darstellung	  der	  Microarray-­‐Ergebnisse	  wurden	  die	  Gene	  und	  Proben	  nach	  ähnlicher	  Expression	  gruppiert,	  wobei	  Gene	  bzw.	  Proben	  mit	  ähnlicher	  Expression	  zusammen	  sortiert	  wurden.	  Dies	  zeigte,	  dass	  die	  Wildtypproben	  und	  die	  Proben	  der	  Mutante	  jeweils	  eine	  eigene	   Gruppe	   bildeten,	   die	   sich	   in	   ihrer	   Expression	   deutlich	   voneinander	   unterschieden	   (A).	   Die	  Hauptkomponentenanalyse	  ergab	  ein	  ähnliches	  Bild,	  wobei	  auch	  hier	  sich	  die	  Proben	  des	  Wildtyps	  und	  der	  Mutante	  deutlich	   voneinander	   getrennt	   sortierten	   (B).	   Die	   Validierung	  mithilfe	   von	   qRT-­PCR	   ergab	   für	   12	   Kandidaten	   eine	  deutliche	   Reduktion	   der	   Expression	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   im	   Vergleich	   zum	   Wildtyp	   (p<0,05)	   (C)	   bzw.	   für	   3	  Kandidaten	  eine	  deutliche	  Zunahme	  der	  Expression	  in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  im	  Vergleich	  zum	  Wildtyp	  (p<0,05)	  (D).	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3.5.2 Die	   identifizierten	   Schlüsselkandidaten	   zeigen	   ein	   verändertes	   Expressionsmuster	  
in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  Nachdem	   Kandidaten,	   die	   potentiell	   eine	   wichtige	   Rolle	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers	  haben,	  identifiziert	  wurden,	  konnten	  diese	  näher	  analysiert	  werden.	  Dies	  ergab,	  dass	  es	  sich	  bei	  einem	  Großteil	  dieser	  15	  Kandidaten	  um	  transkriptionelle	  Regulatoren	   handelte.	   Ein	   weiterer	   Teil	   waren	   Gene,	   die	   für	   Aufgaben	   in	   der	  Zelladhäsion	   bzw.	   in	   der	   Zellmembran	   verantwortlich	   waren.	   Und	   schließlich	   gab	   es	  andere	   Gene,	   die	   z.B.	   Aufgaben	   in	   Axonwachstum	   oder	  Wnt-­‐Signalgebung	   hatten.	   Des	  Weiteren	   sollte	   das	   Expressionsmuster	   dieser	   Kandidaten	   in	   Wildtyp-­‐	   und	   Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  bei	  E12.5	  mit	  Hilfe	  der	   in	  situ	  Hybridisierung	  analysiert	  werden,	  um	   die	   gemessenen	   Veränderungen	   in	   der	   Expression	   auch	   histologisch	   im	   Gewebe	  sichtbar	  zu	  machen	  und	  zu	  erkennen,	  ob	  es	  sich	  dabei	  um	  einen	  kompletten	  Verlust	  der	  Expression,	   oder	   aber	   um	   ein	   verändertes	   Expressionsmuster	   handelte.	   Die	   Analyse	  wurde	  in	  E12.5	  Embryonen	  und	  somit	  zu	  einem	  Zeitpunkt	  durchgeführt,	  in	  welchem	  der	  Mammillarkörper	  in	  der	  Mutante	  morphologisch	  noch	  nicht	  abnormal	  war.	  Sollten	  aber	  diese	   Kandidaten	   tatsächlich	   eine	   wichtige	   Rolle	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers	   haben,	   müssten	   sie	   bereits	   zu	   diesem	   Zeitpunkt,	   d.h.	   bevor	   der	  Phänotyp	  sichtbar	  wird,	  eine	  Veränderung	  in	  ihrem	  Expressionsmuster	  aufweisen.	  	  In	   der	   in	  situ	   Hybridisierung	   wurden	   die	   Kandidaten	   entsprechend	   ihrer	   Funktion	  angeordnet	   (Abbildung	   6).	   In	   Wildtypembryonen	   waren	   die	   Kandidaten	   im	  mammillären	  Neuroepithel	  (Abbildung	  6	  A),	  im	  Mammillarkörper	  selbst	  (Abbildung	  6	  C,	  E,	   G,	   I,	   O,	   Q,	   S,	   U),	   oder	   aber	   in	   Zellen,	   die	   direkt	   an	   dem	  Mammillarkörper	   anliegen	  (Abbildung	   6	   K,	   M,	   Y),	   exprimiert.	   In	   Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   zeigten	   diese	   Gene	  jedoch	  eine	  starke	  Reduktion	  (Abbildung	  6	  B,	  D,	  H,	  J,	  L,	  N,	  P,	  V,	  Z)	  oder	  einen	  kompletten	  Verlust	  (Abbildung	  6	  F,	  R,	  T)	  ihrer	  Expression.	  	  Somit	  haben	  diese	  Gene	  tatsächlich	  eine	  wichtige	   Rolle	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers.	   Unter	   diesen	   befanden	   sich	  auch	   die	   Gene	  Tbx3,	   Lmo1,	  Olig2	   und	  Otp.	   Die	   Kandidaten,	   die	   eine	   starke	   Reduktion	  aufwiesen,	   zeigten	   teilweise,	   wie	   beispielsweise	   Olig2	   und	   Otp,	   eine	   schwache	  Restexpression	  in	  einem	  kleinen	  Teil	  des	  Mammillarkörpers	  (Abbildung	  6	  B,	  D,	  H,	  J,	  L,	  N,	  P,	  V,	  Z),	  was	  vermutlich	  darauf	  zurückzuführen	  ist,	  dass	  der	  Mammillarkörper	  zu	  frühen	  Zeitpunkten	  in	  der	  Mutante	  noch	  nicht	  komplett	  verschwunden,	  sondern	  nur	  reduziert	  war	   (Vergleich	  Abbildung	  2	  M).	   Somit	  weist	  dieser	   reduzierte	  Bereich	   eben	  noch	  eine	  schwache	  Expression	  einiger	  Kandidaten	  auf.
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Abbildung	  6:	  Expressionsmuster	  der	  identifizierten	  Kandidaten	  in	  Gewebeschnitten	  von	  Wildtyp-­	  und	  Lhx5-­
mutanten	  E12.5	  Embryonen	  
In	   situ	  Hybridisierung	  von	  Tbx3	   (A,	  B),	  Nkx2-­4	  (NK2	  homeobox	  4)	   (C,	  D),	  Foxb2	   (E,	  F),	  Otp	   (G,	  H),	  Olig2	   (I,	   J),	  Barhl1	  
(BarH-­like	  1)	  (K,	  L),	  Arx	  (aristaless	  related	  homeobox)	  (M,	  N),	  Lmo1	  (O,	  P),	  Ntm	  (Neurotrimin)	  (Q,	  R),	  Lypd1	  (Ly6/Plaur	  
domain	  containing	  1)	  (S,	  T),	  Cx36	  (Connexin	  36)	  (U,	  V),	  Lrtm1	  (leucine-­rich	  repeats	  and	  transmembrane	  domains	  1)	  (W,	  X),	   Shootin1	   (Y,	   Z),	   Gal	   (galanin)	   (A’,	   B’)	   und	  Wnt5a	   (C’,	   D’)	   auf	   Sagittalschnitten	   von	   E12.5	   Wildtyp-­‐	   und	   Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen,	  Gegenfärbung	  mit	  0,1%	  Eosin	  
Tbx3	  war	  im	  Wildtyp	  im	  Neuroepithel	  des	  Hypothalamus	  exprimiert	  (A),	  wobei	  diese	  Expression	  in	  der	  Mutante	  stark	  reduziert	  war	  (B).	  Nkx2-­4	  war	  im	  Wildtyp	  direkt	  im	  Mammillarkörper	  exprimiert	  (C),	  während	  die	  Expression	  in	  der	  Mutante	   auf	   einen	   kleinen	   Bereich	   stark	   reduziert	   war	   (D).	   Foxb2	   war	   im	   Wildtyp	   auch	   im	   Mammillarkörper	  exprimiert	  (E).	  Diese	  Expression	  war	  in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  komplett	  verschwunden	  (F).	  Otp	  und	  Olig2	  waren	  beide	  in	  einem	  sehr	  ähnlichen	  Muster	  im	  Mammillarkörper	  des	  Wildtyps	  exprimiert	  (G,	  I),	  wohingegen	  die	  Expression	  in	  der	  Mutante	   in	   den	   meisten	   Zellen	   des	   Mammillarkörpers	   verschwunden	   war,	   wobei	   aber	   ein	   kleiner	   Teil	   noch	  Expression	   aufzeigte	   (H,	   J).	  Barhl1	   war	   in	  Wildtypembryonen	   in	   dem	   Bereich	   exprimiert	   (K),	   in	  welchem	   sich	   die	  Axone	  des	  principal	  mammillary	  tract	  aufspalteten.	  In	  der	  Mutante	  zeigten	  diese	  Zellen	  eine	  schwächere	  Expression	  und	   waren	   nicht	   in	   ihrer	   korrekten	   Position	   (L).	   Arx	   zeigte	   im	   Wildtyp	   ein	   Expressionsmuster,	   das	   an	   den	  Mammillarkörper	   angrenzte	   und	   diesen	   einhüllte	   (M).	   In	   der	   Mutante	   war	   die	   Expression	   von	   Arx	   hingegen	  wesentlich	  schwächer	  (N).	  Lmo1	  war	  in	  Wildtypembryonen	  in	  der	  Umgebung	  des	  Mammillarkörpers	  und	  teilweise	  im	  Mammillarkörper	   selbst	   exprimiert	   (O),	   wobei	   in	   Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   nur	   noch	   die	   Expression	   in	   der	  Umgebung	  des	  Mammillarkörpers,	  nicht	  aber	  direkt	  im	  Mammillarkörper	  detektiert	  werden	  konnte	  (P).	  Ntm	  war	  in	  einem	  kleinen	  Teil	  des	  Mammillarkörpers	  exprimiert	   (Q).	   In	  der	  Mutante	  konnte	  dieser	  kleine	  Teil	  nicht	  detektiert	  werden	  (R).	  Lypd1	  war	  im	  Wildtyp	  im	  Mammillarkörper	  exprimiert	  (S).	  In	  der	  Mutante	  hingegen	  konnte	  dieses	  Signal	  nicht	   detektiert	   werden	   (T).	   Cx36	   war	   stark	   im	   Mammillarkörper	   exprimiert	   (U),	   wobei	   in	   der	   Mutante	   diese	  Expression	   sehr	   stark	   reduziert	   war	   (V).	   Lrtm1	   war	   unter	   Wildtypbedingungen	   nicht	   im	   Neuroepithel	   des	  Mammillarkörpers	  exprimiert	  (W),	  wohingegen	  in	  der	  Mutante	  Lrtm1-­‐Expression	  dort	  detektiert	  werden	  konnte	  (X).	  
Shootin1	  war	  in	  einigen	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  exprimiert	  (Y).	  In	  der	  Mutante	  hingegen	  waren	  positive	  Zellen	  nur	  in	  einem	  schmalen	  Streifen	  zu	  detektieren	  (Z).	  Gal-­‐Expression	  war	  in	  Wildtypembryonen	  fast	  nicht	  zu	  detektieren	  (A’),	   wobei	   in	   mutanten	   Embryonen	   Gal	   in	   einem	   Streifen	   exprimiert	   war	   (B’),	   der	   normalerweise	   nur	   für	   Gene	  detektiert	   werden	   konnte,	   die	   herunterreguliert	   waren.	   Wnt5a	   konnte	   im	   Mammillarkörper	   im	   Wildtyp	   nicht	  detektiert	   werden	   (C’),	   während	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	  Wnt5a	   in	   einigen	   Zellen	   des	   Mammillarkörpers	   detektiert	  werden	  konnte	  (D’).	  Maßstabsbalken:	  500	  µm	  Einige	  der	  Kandidaten	  waren	  hinaufreguliert,	  von	  daher	  zeigten	  diese	  im	  Wildtyp	  keine	  Expression	  im	  Mammillarkörper	  oder	  im	  mammillären	  Neuroepithel	  (Abbildung	  6	  W,	  A’,	  C’).	  Somit	  waren	  diese	  dort	  unter	  Wildtypbedingungen	  wie	  erwartet	  nicht	  exprimiert.	  In	  
Lhx5-­‐mutanten	   Embryonen	   hingegen	   wurden	   sie	   in	   diesen	   Bereichen	   detektiert	  (Abbildung	  6	  X,	  B’,	  D’).	  Somit	  beginnen	  die	  Zellen	  des	  mutanten	  Mammillarkörpers	  Gene	  zu	  exprimieren,	  die	  sie	  normalerweise	  nicht	  exprimieren,	  was	  ein	  starkes	  Indiz	  dafür	  ist,	  dass	  sie	  tatsächlich	  ihre	  Identität	  verändert	  haben.	  Ein	  sehr	  interessantes	  Expressionsmuster	  zeigte	  Barhl1	  auf:	  Im	  Wildtyp	  war	  es	  in	  dem	  Bereich	   exprimiert,	   in	   welchem	   sich	   der	   principal	   mammillary	   tract	   aufspaltet	  (Abbildung	  6	  K).	  In	  der	  Mutante	  hingegen	  exprimierten	  diese	  Zellen	  weniger	  Barhl1	  und	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befanden	  sich	  nicht	  in	  ihrer	  normalen	  Position	  (Abbildung	  6	  L).	  Es	  machte	  den	  Anschein,	  dass	   sich	   ein	   Teil	   der	   Zellen	   ventraler	   befand,	   in	   dem	   Bereich,	   in	   welchem	   sich	   der	  Mammillarkörper	  normalerweise	  befindet	  und	  nicht	   an	  der	  Stelle,	   an	  welcher	   sich	  die	  Axone	  aufspalten	  (Abbildung	  6	  L).	  	  
Zusammenfassend	   zeigten	   diese	   Daten	   an,	   dass	   viele	   transkriptionelle	   Regulatoren	  eine	   starke	   Reduktion	   bzw.	   einen	   kompletten	   Verlust	   ihrer	   Expression	   im	   mutanten	  Mammillarkörper	  bei	  E12.5	  aufweisen,	  d.h.	  der	  Verlust	  dieser	  wichtigen	  Gene	  passierte	  bereits	   bevor	   der	   morphologische	   Phänotyp	   sichtbar	   wurde.	   Somit	   bestätigt	   dies	  vorherige	   Ergebnisse,	   die	   bereits	   andeuteten,	   dass	   der	   mutante	   Phänotyp	   durch	   eine	  Fehlspezifizierung	   der	   Neurone	   des	   Mammillarkörpers	   hervorgerufen	   wird.	   Eine	  weitere,	  große	  Anzahl	  an	  Genen,	  die	  Aufgaben	  in	  der	  Zelladhäsion	  bzw.	  in	  der	  Membran	  haben,	  sind	  auch	  fehlreguliert.	  Dies	  passt	  sehr	  gut	  zu	  den	  beobachteten	  Phänotypen,	  in	  welchen	   die	   Zellen	   im	   Mammillarkörper	   des	   Wildtyps	   sehr	   dicht	   gepackt	   waren,	  wohingegen	   in	   der	   Mutante	   ein	   dicht	   gepackter	   Mammillarkörper	   nicht	   detektiert	  werden	   konnte	   (Vergleich	   Abbildung	   2	  A,	   C),	   und	   somit	   die	   Zellen	   dort	   nicht	   korrekt	  adhärierten.	  Schließlich	  konnte	  noch	  die	  Expression	  von	  Genen	  detektiert	  werden,	  die	  normalerweise	  nicht	   in	  dieser	  Region	  exprimiert	  werden,	  was	  ein	  weiteres	  Indiz	  dafür	  ist,	  dass	  diese	  Zellen	  fehlspezifiziert	  wurden.	  	  Somit	  konnten	  mit	  diesen	  Methoden	   interessante	  Kandidaten	   identifiziert	  werden,	  die	  unter	   der	   Kontrolle	   von	   Lhx5	   stehen	   und	   eine	   Schlüsselrolle	   in	   der	   normalen	  Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers	   haben.	   Allerdings	   ist	   es	   aus	   den	   bisherigen	  Daten	  nicht	   ersichtlich,	   ob	   diese	   Kandidaten	   unter	   der	   direkten	   Kontrolle,	   d.h.	   Lhx5	   bindet	  deren	  regulatorischen	  Sequenzen	  und	  beeinflusst	  sie	  damit	  direkt,	  oder	  der	   indirekten	  Kontrolle	   von	   Lhx5	   stehen,	   d.h.	   andere	   Gene	   sind	   möglicherweise	   noch	   dazwischen	  geschalten.	   Um	   aber	   ein	   besseres	   Verständnis	   des	   zugrundeliegenden	  Genregulationsnetzwerks	   (GRN)	   zu	   erhalten,	   das	   für	   die	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers	  verantwortlich	  ist,	  ist	  es	  wichtig	  zu	  wissen,	  welche	  dieser	  Gene	  unter	  der	  direkten	  Kontrolle	  von	  Lhx5	  stehen.	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3.6 Identifizierung	  von	  direkten	  Lhx5-­‐Zielen	  
3.6.1 Identifizierung	  von	  Lhx5-­‐Bindestellen	  im	  Genom	  der	  Maus	  Um	  zu	  analysieren,	  ob	  die	  beobachteten	  genetischen	  Interaktionen	  direkt	  oder	  indirekt	  sind,	  wurde	  ein	  ChIP-­Seq	  Ansatz	  gewählt.	  Mit	  dieser	  Methode	  können	  Bindestellen	  eines	  spezifischen	   Transkriptionsfaktors	   im	   Genom	   identifiziert	   werden.	   Dazu	   wird	   die	  Bindung	   des	   Transkriptionsfaktors	   an	   seine	   Bindestellen	   in	   der	  DNA	   chemisch	   fixiert	  und	   das	   Erbgut	   anschließend	   in	   sequenzierbare	   Fragmente	   zerteilt.	   Mit	   der	  Chromatinimmunpräzipitation	   (ChIP)	   kann	   der	   gewünschte	   Transkriptionsfaktor	   mit	  der	   gebundenen	   DNA	   durch	   einen	   spezifischen	   Antikörper,	   der	   gegen	   den	  Transkriptionsfaktor	   gerichtet	   ist,	   angereichert	   werden.	   Schließlich	   kann	   die	   DNA	  aufgereinigt	  und	  mithilfe	  von	  Sequenzierung	  der	  nächsten	  Generation	  (next	  generation	  
sequencing)	   [130]	   sequenziert	   werden.	   Die	   erhaltenen	   Sequenzen	   werden	   auf	   dem	  Genom	  kartiert	  und	  Stellen,	  die	  im	  Genom	  eine	  Anreicherung	  von	  Sequenzen	  aufweisen,	  sind	   die	   Bindestellen	   des	   Transkriptionsfaktors	   [112].	   Da	   für	   einige	  Transkriptionsfaktoren	   keine	   spezifischen	   Antikörper	   verfügbar	   sind,	   kann	   man	   den	  gewünschten	  Transkriptionsfaktor	  auch	  mit	  einer	  Markierung	  versehen	  (wie	  z.B.	  einem	  FLAG-­‐Tag)	   und	   diesen	   dann	   mit	   einem	   Antikörper	   detektieren,	   der	   gegen	   die	  Markierung	  gerichtet	  ist.	  Da	  aufgrund	  der	  hohen	   strukturellen	  Ähnlichkeit	   von	  Lhx1	   und	  Lhx5	   kein	   spezifischer	  
Lhx5-­‐Antikörper	  verfügbar	   ist,	  der	  den	  hohen	  Ansprüchen	  eines	  ChIP-­Seq-­‐Experiments	  gerecht	  wird,	  wurde	  Lhx5	  mit	  einer	  FLAG-­‐Markierung	  versehen.	  Dazu	  wurde	  eine	  stabil	  transfizierte	  Neuro2a	  Zelllinie	   generiert,	   die	   sowohl	  mit	  Lhx5,	   das	   am	  C-­‐Terminus	  mit	  einer	   FLAG-­‐Markierung	   versehen	   wurde,	   als	   auch	   mit	   dem	   Tet-­‐ON	   Advanced	  Transaktivator	   transfiziert	   wurde.	   Lhx5	   stand	   dabei	   unter	   der	   Kontrolle	   des	   Ptight	  Promotors,	  der	  normalerweise	  inaktiv	  ist,	  d.h.	  Lhx5	  wird	  nicht	  exprimiert.	  Zur	  Induktion	  dieses	  Promotors	  wird	  der	  Tet-­‐ON	  Advanced	  Transaktivator	  benötigt,	   der	   aber	  nur	   in	  Abhängigkeit	   von	  Doxycyclin	   an	   den	  Ptight	   Promotor	   binden	  und	  damit	   die	   Expression	  induzieren	   kann	   [131],	   [132],	   [133].	   Dadurch	   kann	   die	   Expression	   von	   FLAG-­‐markiertem	   Lhx5	   durch	   die	   Zugabe	   von	   Doxycyclin	   kontrolliert	   werden,	   wodurch	   es	  ermöglicht	   wurde	   eine	   starke	   Überexpression	   von	   Lhx5	   zu	   vermeiden,	   was	   zu	  unspezifischer	  Bindung	  des	  Transkriptionsfaktors	  an	  die	  DNA	  führen	  könnte.	  Das	  ChIP-­
Seq-­‐Experiment	  wurde	  anschließend	  mit	  einem	  Antikörper,	  der	  spezifisch	  für	  die	  FLAG-­‐Markierung	   ist,	   durchgeführt.	   Mit	   dieser	   Methode	   wurden	   546	   Lhx5-­‐Bindestellen	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gefunden.	   Die	   zugehörigen	   Gene	   zu	   diesen	   Bindestellen	   wurden	   mithilfe	   der	   nearest	  
downstream-­‐Methode	   (Peak	   Annotation	   mit	   PeakAnalyzer)	   identifiziert	   (Tabelle	   4	   im	  Anhang).	  Dabei	  wurden	  Bindestellen	  gefunden,	  die	  zu	  den	  Genen	  Lmo1,	  Tbx3	  und	  Foxb2	  gehören	  und	  möglicherweise	  deren	  Expression	  kontrollieren.	  Des	  Weiteren	  wurden	  die	  identifizierten	   Bindestellen	   mithilfe	   von	   DREME	   [116]	   analysiert.	   Dieser	   Algorithmus	  sucht	   in	   den	   Sequenzen	   der	   identifizierten	   Bindestellen	   nach	   angereicherten	  Sequenzmotifen.	  Mit	  diesem	  Ansatz	  wurde	  ein	  angereichertes	  Motif	  identifiziert,	  das	  in	  32,18%	   der	   Bindestellen	   vorkommt	   und	   dem	   vorhergesagten	   Lhx5-­‐Bindemotif	   [134]	  entspricht	   (Abbildung	   7	  A).	   Dies	   spricht	   für	   die	   Reliabilität	   dieses	  Datensatzes,	   da	   die	  gleiche	   Analyse	   als	   Kontrolle	   mit	   Zellen	   durchgeführt	   wurde,	   die	   nur	   die	   FLAG-­‐Markierung	   exprimierten.	   In	   dieser	   Kontrolle	   wurden	   nur	   56	   mögliche	   Bindestellen	  identifiziert	   und	   die	   DREME-­‐Analyse	   konnte	   in	   diesen	   Sequenzen	   kein	   sinnvolles	  Bindemotif	  finden.	  
	  
Abbildung	   7:	   Identifizierung	   von	   direkten	   Lhx5-­Zielen	   und	   negative	   Regulation	   der	   Lhx5-­Funktion	   durch	  
Lmo1	  A	   Position	   weight	   matrix	   (PWM)	   des	   in	   den	   Bindesequenzen	   angereicherte	   Lhx5-­‐Motif;	   B	   Luciferase-­‐Assay	   zur	  Validierung	   der	   Lhx5-­‐Bindestellen	   von	   Lmo1,	   Foxb2	   und	   Tbx3	   in	   der	   Doxycyclin-­‐abhängig	   Lhx5-­‐exprimierenden	  Neuro2a-­‐Zelllinie;	  C	  Modell	  der	  regulatorischen	  Funktion	  von	  Lmo1;	  D	  Luciferase-­‐Assay	   in	  der	  Doxycyclin-­‐abhängig	  
Lhx5-­‐exprimierenden	   Neuro2a-­‐Zellinie	   mit	   der	   Lhx5-­‐Bindestelle	   von	   Lmo1	   und	   der	   zusätzlichen	   Transfektion	  unterschiedlicher	  Mengen	  eines	  Lmo1-­‐Expressionsvektors	  zur	  Überprüfung	  der	  regulatorischen	  Funktion	  von	  Lmo1.	  Eine	  Suche	  mit	  DREME	  nach	  angereicherten	  Bindemotifen	  in	  den	  Sequenzen	  der	  Lhx5-­‐Bindestellen	  identifizierte	  ein	  Motif,	  das	  sehr	  ähnlich	  zu	  dem	  vorhergesagtem	  Lhx5-­‐Bindemotif	  war	  (A).	  Luciferase-­‐Assays	  zur	  Validierung	  der	  Lhx5-­‐
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Bindestellen	  von	  Lmo1,	  Foxb2	  und	  Tbx3	  ergaben,	  dass	  diese	  Bindestellen,	  in	  Abhängigkeit	  von	  induziertem	  Lhx5,	  den	  Promotor	   der	   Luciferase	   aktivieren	   konnten,	   während	   eine	   Negativkontrolle	   ohne	   Lhx5-­‐Bindestelle,	   aber	   auch	  mit	  induziertem	  Lhx5,	  den	  Promotor	  der	  Luciferase	  nicht	  aktivieren	  konnte	  (p<0,001)	  (B).	  Lhx5	  benötigt,	  wie	  andere	  LIM-­‐HD-­‐Proteine	  auch,	  Kofaktoren	  der	  Ldb-­‐Familie,	  um	  seine	  Funktion	  (Aktivierung	  von	  Transkription)	  auszuüben:	  Lmo-­‐Proteine,	  wie	  Lmo1,	  konkurrieren	  mit	  den	  LIM-­‐HD-­‐Proteinen	  um	  die	  Bindung	  an	  Ldb,	  was	  zur	  Inhibierung	  der	  LIM-­‐HD-­‐Funktion	  führt	  (Transkription	  kann	  nicht	  aktiviert	  werden,	  inaktiv).	  Somit	  könnte	  Lmo1	  mit	  Lhx5	  um	  die	  Bindung	  an	  Ldbs	  konkurrieren,	  was	  zur	  negativen	  Regulation	  von	  Lhx5	   führt	  (C).	  Die	  Zugabe	  eines	  Lmo1-­‐Expressionsvektors	  zu	   einem	   Luciferase-­‐Assay	   mit	   der	   Lhx5-­‐Bindestelle	   von	   Lmo1	   führte	   zu	   einer	   dosisabhängigen	   Reduktion	   der	  Luciferase-­‐Aktivität	  (D).	  Induziert	  bzw.	  Induktion	  bedeutet	  Zugabe	  von	  Doxycyclin	  zu	  der	  Neuro2a-­‐Zelllinie,	  um	  Lhx5-­‐Expression	  zu	  induzieren.	  
Zusammenfassend	  konnte	  mit	  diesem	  Ansatz	  somit	  Bindestellen	  für	  Lhx5	   identifiziert	  werden,	  die	  möglicherweise	  die	  Expression	  von	  Lmo1,	  Tbx3	  und	  Foxb2	  kontrollieren.	  	  
3.6.2 Validierung	  der	  identifizierten	  Lhx5-­‐Bindestellen	  Als	  Validierung	  des	  ChIP-­Seq-­‐Experiments,	  und	  um	  zu	  testen,	  ob	  diese	  Bindestellen	  die	  Expression	   ihrer	   zugehörigen	   Gene	   kontrollieren	   können,	   wurden	   Luciferase-­‐Assays	  durchgeführt.	   Für	   dieses	   Experiment	  wurden	   die	   identifizierten	   Bindestellen	   in	   einen	  Luciferase-­‐Reportervektor	  kloniert,	  welcher	  das	  Luciferase-­‐Gen	  unter	  der	  Kontrolle	  des	  Minimalpromotors	  hat,	  der	  nur	  durch	  das	  Vorhandensein	  eines	  Enhancer-­‐Elements	  mit	  dem	   zugehörigen	   Transkriptionsaktivator	   aktiviert	   werden	   kann	   [135].	   Diese	  Konstrukte	   wurden	   in	   die	   generierte	   Neuro2a-­‐Zelllinie	   transfiziert,	   die	   Doxycyclin-­‐abhängig	   Lhx5	   exprimiert.	   Wenn	   die	   klonierte	   Bindestelle	   tatsächlich	   als	   Enhancer	  funktionieren	   sollte,	   dann	   sollte	   sie	   Lhx5,	   nach	   dessen	   Induktion,	   die	   Bindung	  ermöglichen,	  und	  damit	  zur	  Expression	  der	  Luciferase	  führen.	  Im	  Vergleich	  zu	  Zellen,	  in	  welchen	  die	  Expression	  von	  Lhx5	  nicht	  induziert	  wurde,	  sollte	  eine	  deutliche	  Steigerung	  in	  der	  Expression	  und	  damit	  in	  der	  Aktivität	  der	  Luciferase	  detektiert	  werden	  können.	  Tatsächlich	   zeigten	   die	   Bindestellen	   von	   Lmo1,	   Foxb2	   und	   Tbx3	   in	   Lhx5-­‐induzierten	  Zellen	   eine	   erhöhte	   Luciferase-­‐Aktivität	   im	   Vergleich	   zu	   Zellen,	   die	   nicht	   induziert	  wurden	   (Abbildung	   7	  B).	   Die	   Negativkontrolle,	   der	   selbe	   Vektor	   jedoch	   ohne	   Lhx5-­‐Bindestelle,	   zeigte	   hingegen	   keinen	   Unterschied	   zwischen	   induzierten	   und	   nicht-­‐induzierten	  Zellen.	  Dies	  zeigte,	  dass	  die	  erhöhte	  Luciferase-­‐Aktivität	  nicht	  alleine	  durch	  die	   Induktion	   von	   Lhx5	   ermöglicht	   wird,	   sondern,	   dass	   diese	   Erhöhung	   von	   dem	  Vorhandensein	  einer	  Lhx5-­‐Bindestelle	  abhängt.	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Durch	  diese	  Experimente	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	  Lhx5	   direkt	  die	  Expression	  von	  
Lmo1,	  Foxb2	  und	  Tbx3	  kontrollieren	  kann.	  	  
3.6.3 Lmo1	  ist	  ein	  direktes	  Ziel	  und	  ein	  Antagonist	  von	  Lhx5	  Von	   der	   Literatur	   ist	   bekannt,	   dass	   Lmo-­‐Proteine	   die	   Funktion	   der	   LIM-­‐HD-­‐Transkriptionsfaktoren	   negativ	   beeinflussen	   können,	   indem	   sie	   mit	   diesen,	   um	   die	  Bindung	   an	   den	   für	   die	   Funktion	   der	   LIM-­‐HD-­‐Proteine	   nötigen	   Kofaktor	   Ldb	  konkurrieren	  [37].	  Da	  Lmo1	  in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  herunterreguliert	  ist	  und	  Lmo1	  direkt	  durch	  Lhx5	  reguliert	  wird,	  besteht	  die	  Möglichkeit,	  dass	  Lmo1	  durch	  Lhx5	  aktiviert	  wird	  und	  in	  einer	  negativen	  Rückkopplung	  auf	  die	  Funktion	  von	  Lhx5	  wirkt.	  D.h.	  Lmo1	  sollte	  einen	  negativen	  Effekt	  auf	  die	  Funktion	  von	  Lhx5	  –	  die	  transkriptionelle	  Aktivierung	  von	  
Lhx5-­‐Zielen	  –	  haben	  (Abbildung	  7	  C).	  Das	  bedeutet,	  dass	  die	  Zugabe	  von	  Lmo1	   zu	  dem	  Luciferase-­‐Assay	   die	   Aktivierung	   der	   Luciferase	   verringern	   sollte.	   Um	   dies	   zu	  überprüfen,	   wurde	   die	   Doxycyclin-­‐induzierbare	   Zelllinie	  mit	   der	   Lhx5-­‐Bindestelle,	   die	  
Lmo1	   reguliert,	   und	   unterschiedlichen	   Mengen	   eines	   Lmo1-­‐Expressionsvektors	  kotransfiziert.	   Tatsächlich	   zeigten	   diese	   Zellen	   mit	   zunehmender	   Lmo1-­‐Menge	   eine	  Verringerung	  in	  der	  Luciferase-­‐Aktivität	  (Abbildung	  7	  D).	  Damit	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	   Lmo1	   die	   Funktion	   von	   Lhx5	   auf	   einer	   dosis-­‐abhängigen	   Weise	   inhibieren	   und	  damit	  als	  funktionaler	  Repressor	  auf	  die	  Lhx5-­‐Funktion	  wirken	  kann.	  	  
Zusammenfassend	   konnte	   also	   gezeigt	   werden,	   dass	   Tbx3,	   Foxb2	   und	   Lmo1	   direkt	  durch	  Lhx5	   reguliert	  werden,	  während	  Lmo1	   in	  einer	  negativen	  Rückkopplung	  auf	  die	  Funktion	  von	  Lhx5	  wirkt.	  	  
3.7 Lhx5	   kontrolliert	   die	   Identität	   des	   Mammillarkörpers	   durch	   direkte	   und	  
indirekte	  Mechanismen	  und	  Ziele	  
3.7.1 Das	  Genregulationsnetzwerk,	  das	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  reguliert	  Aufgrund	   all	   dieser	   Experimente	   lassen	   sich	   die	   Ergebnisse	   in	   einem	  Genregulationsnetzwerk	   zusammenfassen	   (Abbildung	   8	  A):	   In	   diesem	   Netzwerk	  kontrolliert	   Lhx5	   zum	   einen	   direkt	   die	   Expression	   der	   transkriptionellen	   Regulatoren	  
Tbx3,	  Foxb2	   und	  Lmo1.	   Des	  Weiteren	   kontrolliert	   es	   indirekt	   die	   Expression	  weiterer,	  transkriptioneller	  Regulatoren	  und	  Effektoren	  der	  Zelladhäsion,	  der	  Membran	  bzw.	  der	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Signalgebung.	  Der	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers	  scheint	  somit	  von	  zwei	  Mechanismen	  ausgelöst	  zu	  werden:	  So	  verlieren	  seine	  Zellen	  einerseits	  ihre	  Identität,	  indem	  sie	  damit	  aufhören	  wichtige	  transkriptionelle	  Regulatoren	  zu	  exprimieren.	  Zum	  Anderen	  werden	  Zelladhäsionsproteine	  wie	  Cx36	   nur	   stark	   verringert	   produziert,	  wodurch	   die	   Bildung	  der	   dichten	   Struktur	   des	  Mammillarkörpers	   nicht	   ermöglicht	   wird,	   da	   sich	   die	   Zellen	  nicht	  korrekt	  aneinander	  lagern	  können.	  
	  
Abbildung	   8:	   Zusammenfassung	   der	   erhaltenen	   Daten	   in	   einem	  Genregulationsnetzwerk	   und	   Überprüfung	  
von	  Vorhersagen	  dieses	  Netzwerkes	  A	   Genregulationsnetzwerk,	   das	   die	   Entwicklung	   des	   Mammillarkörpers	   reguliert;	   B-­‐C	   In	   situ	   Hybridisierung	   zur	  Detektion	  von	  Shh	  auf	  Sagittalschnitten	  von	  E12.5	  Wildtyp-­‐	  und	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen.	  Lhx5	  kontrolliert	  direkt	  die	   Expression	   der	   transkriptionellen	   Regulatoren	   Tbx3,	   Lmo1	   und	   Foxb2.	   Dabei	   kann	   Lmo1	   in	   einer	   negativen	  Rückkopplung	  einen	   inhibierenden	  Einfluss	  auf	  die	  Funktion	  von	  Lhx5	  nehmen.	  Von	  der	  Literatur	   ist	  bekannt,	  dass	  
Tbx3	  die	  Expression	  von	  Ntm	  reguliert	  und	  die	  Expression	  von	  Shh	  in	  diesem	  Bereich	  inhibiert.	  Des	  Weiteren	  reguliert	  
Lhx5	  indirekt	  die	  Expression	  von	  transkriptionellen	  Regulatoren	  (Olig2,	  Otp,	  Nkx2-­4,	  Arx	  und	  Barhl1)	  und	  Effektoren	  (Ntm,	  Lrtm1,	  Shootin1,	  Cx36,	  Lypd1,	  Gal	  und	  Wnt5a).	  Von	  der	  Literatur	  ist	  bekannt,	  dass	  Lhx5	  durch	  die	  Regulation	  von	  
Sfrps	  (secreted	  frizzled-­related	  protein)	  Wnt-­‐Signalgebung	  negativ	  beeinflussen	  kann.	  Schließlich	  ist	  von	  Olig2	  und	  Otp	  bekannt,	   dass	   sie	   die	   Expression	   von	   Sim1	   und	   Sim2	   beeinflussen,	   die	   wichtig	   für	   die	   Entwicklung	   des	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Mammillarkörpers	  und	   für	  die	  Expression	  von	  Foxb1	   sind	  (A).	  Der	  Verlust	  von	  Lhx5	   in	  der	  Mutante	   führte	  zu	  einer	  Ausweitung	  der	  Shh-­‐Expressionsdomäne	  im	  kaudalen	  Hypothalamus	  im	  Vergleich	  zum	  Wildtyp	  (B,	  C).	  Schwarze	  Pfeile	  in	  A	  bedeuten	  direkte	  Regulation;	  gestrichelte	  Pfeile	  bedeuten	  indirekte	  Regulation;	  graue	  Pfeile	  bedeuten	  Regulation,	  die	  von	  der	  Literatur	  bekannt	  ist;	  rote	  Pfeile	  nach	  der	  Genbezeichnung	  bedeuten,	  dass	  diese	  in	  den	  gezeigten	  Daten	  herunterreguliert	   waren;	   blaue	   Pfeile	   nach	   der	   Genbezeichnung	   bedeuten,	   dass	   diese	   in	   den	   gezeigten	   Daten	  hinaufreguliert	   waren;	   Pfeile	   in	   B	   und	   C	   geben	   die	   Ausdehnung	   des	   Shh-­‐negativen	   Bereiches	   an;	  Maßstabsbalken:	  500	  µm	  Unter	  den	  transkriptionellen	  Regulatoren,	  die	  indirekt	  reguliert	  werden,	  sind	  besonders	  
Olig2	   und	   Otp	   zu	   erwähnen:	   Diese	   beiden	   Gene	   regulieren	   die	   Expression	   von	   Sim-­‐Genen,	  wie	  Sim1	   [126]	  und	  Sim2	   [127].	  Die	  Sim-­‐Gene	  sind	  dafür	  bekannt	  eine	  wichtige	  Rolle	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  zu	  spielen:	  So	  führt	  der	  Verlust	  dieser	  Gene	   zu	   einem	   Verlust	   der	   axonalen	   Projektionen	   des	   Mammillarkörpers	   (Tractus	  
mamillothalamicus	   und	  Tractus	  mamillotegmentalis)	  und	   	   zu	  einem	  Verlust	  der	  Foxb1-­‐Expression	   in	   E12.5	   Embryonen	   [107].	   Interessanterweise	   war	   Sim1	   in	   der	   hier	  analysierten	   Lhx5-­‐Mutante	   herunterreguliert	   (Abbildung	   4	  F).	   Dies	   bestätigt	   das	  Netzwerk,	  das	  die	  Herunterregulierung	  von	  Olig2	  und	  Otp	  einen	  Effekt	  auf	  die	  Sim-­‐Gene	  hat.	   Gleichzeitig	   erklärt	   der	   Verlust	   dieser	   Gene	   das	   Verschwinden	   der	   Axone	   des	  Mammillarkörpers	   und	   den	   Verlust	   der	   GFP-­‐Expression	   der	   Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP-­‐Kassette,	  da	  diese	  Gene	  die	  Expression	  von	  Foxb1	  kontrollieren.	  Ein	   weiterer	   wichtiger	   Bestandteil	   ist	   die	   Zunahme	   von	   Wnt5a-­‐Expression	   im	  Mammillarkörper,	  da	  bereits	  gezeigt	  werden	  konnte,	  dass	  Lhx5	  die	  Expression	  der	  Wnt-­‐Antagonisten	  Sfrp1a	  und	  Sfrp5	  kontrolliert	  [81].	  Unter	  Wildtyp-­‐Bedingungen	  ist	  Wnt5a	  nicht	   im	  Mammillarkörper	   exprimiert.	   In	   der	  Lhx5-­‐Mutante	   konnte	  Wnt5a-­‐Expression	  aber	  dort	  detektiert	  werden.	  Es	  ist	  bekannt,	  dass	  Wnt-­‐Signalgebung	  eine	  wichtige	  Rolle	  in	  der	  anterior-­‐posterioren	  Musterbildung	  hat,	  indem	  Wnt-­‐Signalgebung	  in	  zukünftigen	  hypothalamischen	  Gewebe	  inhibiert	  wird	  [136].	  Dies	  deutet	  somit	  auch	  eine	  veränderte	  Identität	  der	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  an.	  Schließlich	  wurde	  Tbx3	  als	  direktes	  Ziel	  von	  Lhx5	  identifiziert,	  das	  als	  transkriptioneller	  Repressor	  agiert	  und	  möglicherweise	   in	  Wildtypembryonen	  die	  Expression	  von	  Genen	  verhindert,	  die	  das	  Schicksal	  der	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  verändern.	  Somit	   ist	   das	   korrekte	   Zusammenspiel	   unterschiedlicher	   Gene	   für	   die	   normale	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  verantwortlich.	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3.7.2 Die	   Lhx5-­‐Mutante	   weist	   eine	   erhöhte	   Shh-­‐Expression	   im	   mammillären	  
Neuroepithel	  auf	  Durch	  die	   bisherigen	  Analysen	   konnte	  Tbx3	   als	  wichtiges	  Gen	   in	   der	   Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	   identifiziert	   werden.	   Von	   der	   Literatur	   ist	   bekannt,	   dass	   Tbx3	   im	  ventralen	  Diencephalon	   für	   die	   Inhibition	   von	   Shh	   verantwortlich	   ist	   [128],	   [129].	   Da	  dieses	  Gen	  in	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  stark	  reduziert	  war,	  kann,	  um	  dieses	  Netzwerk	  zu	   testen,	   die	   Hypothese	   aufgestellt	   werden,	   dass	   die	   Expression	   von	   Shh	   im	  Neuroepithel	  von	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  erhöht	  sein	  sollte.	  Um	  dies	  zu	  überprüfen,	  wurden	  in	  situ	  Hybridisierungen	  mit	  einer	  Shh-­‐Sonde	  auf	  Gewebeschnitten	  von	  Wildtyp-­‐	  und	  Lhx5-­‐mutanten	  E12.5	  Embryonen	  durchgeführt.	  Wildtyp-­‐Embryonen	  zeigten	  dabei	  im	   Neuroepithel	   des	   kaudalen	   Hypothalamus	   bzw.	   ventralen	   Diencephalons	   ein	  Ausbleiben	  von	  Shh-­‐Expression	  (Abbildung	  8	  B).	  In	  Lhx5-­‐mutanten	  Embryonen	  war	  die	  
Shh-­‐Expressiondomäne	   ausgedehnter	   und	   der	   Bereich	   ohne	   Shh-­‐Expression	   war	  wesentlich	   verkleinert	   (Abbildung	   8	  C).	   Dies	   bestätigt	   die	   Hypothese,	   dass	   Shh-­‐Expression	   in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	   in	  diesem	  Bereich	  ausgedehnt	   ist.	  Gleichzeitig	   ist	  dies	  ein	  weiterer	  Beleg	  dafür,	  dass	  diese	  Region	  fehlspezifiziert	  ist.	  Schließlich	  bestätigt	  dies	  die	   Vorhersage,	   die	   aufgrund	   des	   vorgeschlagenen	   Netzwerkes	   gemacht	   wurde,	   und	  zeigt	  somit	  die	  Validität	  dieses	  Netzwerkes	  an.	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4 Diskussion	  
4.1 Die	  Entwicklung	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  Der	  Mammillarkörper	  nimmt	  einen	  Großteil	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  ein.	  Dabei	  sind	  die	  grundlegenden	  Schritte	   in	  der	  Entwicklung	  des	  Hypothalamus	   bereits	  gut	  bekannt.	  Aber	   über	   die	   Spezifizierung	   einzelner	   Kerne	   im	   Hypothalamus,	   wie	   dem	  Mammillarkörper,	   ist	   noch	   nicht	   viel	   Wissen	   vorhanden.	   Grundsätzlich	   muss	   für	   die	  Bildung	   dieses	   Kerns	   früh	   in	   der	   Entwicklung	   zuerst	   hypothalamische	   Identität	  induziert	  werden.	  Diese	  Induktion	  und	  die	  frühe	  Musterbildung	  des	  Hypothalamus	  hängt	  von	   Shh-­‐,	   Nodal-­‐,	   BMP-­‐	   und	   Wnt-­‐Signalgebung	   ab	   [137-­‐139].	   Dabei	   ist	   später	   die	  Inhibition	   von	   Wnt-­‐Signalgebung	   in	   Zellen	   des	   ventralen	   Zentralnervensystems	  essentiell,	  damit	  diese	  hypothalamische	  statt	  floor	  plate-­‐Identität	  annehmen	  [136].	  Zwei	  Klassen	   von	   Modellen	   beschreiben,	   wie	   diese	   Zellen	   entweder	   hypothalamische	   oder	  
floor	   plate-­‐Identität	   annehmen.	   Die	   erste	   Klasse	   schlägt	   vor,	   dass	   Signale	   vom	   axialen	  Mesoderm	   entlang	   der	   anterior-­‐posterioren	   Achse	   variieren	   und	   dass	   die	   Zellen,	   je	  nachdem	   welches	   Signal	   sie	   empfangen,	   hypothalamische	   oder	   floor	   plate-­‐Identität	  annehmen	   [140,	   141].	   Die	   zweite	   Klasse	   schlägt	   vor,	   dass	   die	   Signale	   des	   axialen	  Mesoderms	   die	   gleichen	   über	   die	   gesamte	   Achse	   sind	   und	   dass	   es	   intrinsische	  Unterschiede	  von	  anterior	  nach	  posterior	   im	  neuralen	  Ektoderm	  gibt,	  die	  die	  Antwort	  auf	  diese	   Signale	  bestimmen	   [142].	   Später	   in	  der	  Entwicklung	  wird	  Wnt-­‐Signalgebung	  für	   die	   Regionalisierung	   innerhalb	   des	   Hypothalamus	   wichtig.	   Hierbei	   fördert	   Wnt-­‐Signalgebung	  posteriore	  Schicksale	  auf	  Kosten	  anteriorer	  Schicksale	  [136].	  
4.1.1 Die	  Spezifizierung	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  Wenig	   ist	   jedoch	   über	   die	   genaue	  Unterteilung	   bzw.	   über	   die	   Spezifizierung	   einzelner	  hypothalamischer	  Bereiche,	  wie	  dem	  kaudalen	  Hypothalamus,	  bekannt.	  Mehrere	  Studien	  haben	  wichtige	  Rollen	  für	  Shh,	  BMP,	  Wnt,	  Fgf	  und	  Nodal-­‐Signalgebung	  in	  der	  korrekten	  Musterbildung	   des	   kaudalen	   Hypothalamus	   und	   in	   der	   Entwicklung	   von	  hypothalamischen	   Vorläufern	   identifiziert	   [89,	   128,	   143-­‐146].	   Nachgestellte	   Faktoren	  dieser	   Signalgebungswege,	   die	   zu	   der	   kaudalen,	   hypothalamischen	   neuronalen	  Spezifizierung	   beitragen,	   sind	   jedoch	   bisher	   nicht	   sehr	   gut	   verstanden.	   Bisher	   ist	  bekannt,	   dass	   die	   Zellen	   dieser	   Region,	   wie	  weiter	   oben	   beschrieben,	   aus	   floor	   plate-­‐ähnlichen	  Vorläufern	  entstehen,	  die	  zu	  anfangs	  Shh	  exprimieren.	  Dabei	  sorgt	  BMP	  dort	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für	   eine	   Hochregulierung	   von	   Tbx2	   im	   Hühnchen	   (Gallus	   gallus	   domesticus).	   Tbx2	  reprimiert	   transkriptionell	   darauf	   Shh	   [128].	   In	   der	  Maus	  wird	   dies	   vermutlich	   durch	  
Tbx3	   erreicht	   [129].	   Diese	   Herunterregulierung	   von	   Shh	   führt	   zur	   Expression	   neuer	  Charakteristika	  der	  Vorläufer	  des	  kaudalen	  Hypothalamus.	  Des	  Weiteren	   führt	  BMP	   zu	  einer	   Reduktion	   von	   Wnt-­‐Aktivität	   in	   den	   floor	   plate-­‐ähnlichen	   Zellen.	  Zusammenfassend	   wird	   die	   Differenzierung	   des	   kaudalen	  Hypothalamus	   somit	   zuerst	  durch	  eine	  frühe	  Spezifizierung	  durch	  Shh/Nodal,	  die	  in	  den	  Zellen	  eine	  bestimmte	  Wnt-­‐Kompetenz	  herstellen,	  und	  anschließend	  durch	  BMPs	  aus	  dem	  prächordalem	  Mesoderm,	  die	  Wnt	  inhibieren,	  erzielt	  [128].	  Ein	  Großteil	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  wird	  wie	  erwähnt	  durch	  den	  Mammillarkörper	  eingenommen.	   Bisher	   ist	   noch	   nicht	   viel	   über	   die	   Entwicklung	   dieses	   Kerns	   bekannt.	  Durch	  die	  Analyse	  von	  Foxb1-­‐mutanten	  Mäusen,	  konnte	  gezeigt	  werden,	  dass	   sich	  der	  Mammillarkörper	   in	   dieser	  Mutante	   nicht	   normal	   entwickelt,	   was	   eine	  wichtige	   Rolle	  dieses	   Transkriptionsfaktors	   aufzeigt	   [105,	   147].	   Des	   Weiteren	   wurden	   die	  Transkriptionsfaktoren	   Sim1,	   Pax6	   und	   Pitx2	   identifiziert,	   die	   in	   späten	   Schritten	   der	  Mammillarkörper-­‐Entwicklung,	   wie	   der	   Entwicklung	   des	   Tractus	   mamillothalamicus,	  involviert	   sind	   [107,	   148,	   149].	   Schließlich	   konnte	   in	   einer	   Studie	   im	   Zebrafisch	  (Danio	  rerio)	  gezeigt	  werden,	  dass	  Fezf2,	  Otp,	  Sim1a	  und	  Foxb1.2	  wichtige	  Rollen	  in	  der	  Entwicklung	   der	   mammillären	   Region	   haben.	   	   So	   wird	   Fezf2	   bereits	   in	   der	   frühen	  Entwicklung	   des	   kaudalen	   Hypothalamus	   benötigt.	   Wobei	   während	   der	   neuronalen	  Spezifizierung	   Fezf2,	   Otp,	   Foxb1.2	   und	   Sim1a	   getrennte	   Unterdomänen	   in	   der	  mammillären	  Region	  einnehmen	  und	  die	  Spezifizierung	  von	  Neuronen	  in	  dieser	  Region	  von	  diesen	  Transkriptionsfaktoren	  abhängt	  [108].	  	  
4.1.2 Die	  Spezifizierung	  des	  Mammillarkörpers	  Was	   in	   dieser	   Beschreibung	   bisher	   gefehlt	   hat,	   war	   ein	   Gen,	   das	   die	   Identität	   des	  Mammillarkörpers	   kontrolliert.	   In	   dieser	   Arbeit	   wurde	   gezeigt,	   dass	   Lhx5	   eine	  entscheidende	  Rolle	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  spielt	  und	  essentiell	  für	  die	   Spezifizierung	   und	   Identität	   dieses	   Kerns	   ist.	   So	   führte	   der	   Verlust	   von	   Lhx5	   zu	  einem	  Verlust	  des	  Mammillarkörpers.	  Durch	  detaillierte	  Analysen	  der	  Proliferation	  und	  Apoptose	   konnte	   gezeigt	   werden,	   dass	   dieser	   Verlust	   nicht	   durch	   reduzierte	  Proliferation	  oder	  erhöhte	  Apoptose	  hervorgerufen	  wurde.	  Somit	  wurden	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	   geboren	   und	   im	   Laufe	   der	   Entwicklung	   nicht	   durch	   Apoptose	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entfernt.	   Zusätzlich	   konnte	   durch	   Verfolgung	   der	   Foxb1-­‐Linie	   gezeigt	   werden,	   dass	  obwohl	   die	   Foxb1-­‐Linie	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   stark	   reduziert	   war,	   diese	   Linie	   im	  Mammillarkörper	   vorhanden	  war	   und	   sich	   somit	   die	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	   in	  ihrer	   korrekten	   Position	   befanden.	   Des	   Weiteren	   deutete	   der	   Verlust	   spezifischer	  Marker	  des	  Mammillarkörpers	  eine	  Fehlspezifizierung	  und	  damit	  einen	  Identitätsverlust	  der	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	   an.	  Mithilfe	   von	  Microarray-­‐	   und	  qRT-­PCR-­‐Analysen	  konnten	  Kandidaten	  identifiziert	  werden,	  die	  entscheidende	  Rollen	  in	  der	  Entwicklung	  des	   Mammillarkörpers	   haben.	   Diese	   Kandidaten	   waren	   im	   Wildtyp	   im	   mammillären	  Neuroepithel,	  im	  Mammillarkörper	  selbst	  oder	  in	  der	  näheren	  Umgebung	  exprimiert.	  In	  der	  Mutante	   hingegen	   zeigten	   diese	  Gene	   entweder	   eine	   starke	  Reduktion	   bzw.	   einen	  kompletten	   Verlust	   der	   Expression.	   Andere	   Kandidaten,	   die	   normalerweise	   nicht	   im	  kaudalen	  Hypothalamus	  exprimiert	  waren,	  zeigten	  in	  der	  Mutante	  Expression	  in	  diesem	  Bereich.	   Alle	   diese	   Kandidaten	   waren	   entweder	   transkriptionelle	   Regulatoren	   oder	  hatten	   Funktionen	   in	   der	   Zelladhäsion,	   Membran	   oder	   Signalgebung.	   Dabei	   wurden	  unter	  diesen	  Kandidaten	  durch	  eine	  Literatursuche	  Otp,	  Olig2	  und	  Tbx3	  als	  sehr	  wichtige	  Kandidaten	   identifiziert.	   Des	   Weiteren	   konnte	   durch	   ChIP-­Seq-­‐	   und	   Luciferase-­‐Experimente	  herausgefunden	  werden,	  welche	  dieser	  Gene	  unter	  der	  direkten	  Kontrolle	  von	   Lhx5	   stehen.	   Mit	   dem	   erhaltenen	   Wissen	   konnte	   ein	   Genregulationsnetzwerk	  erstellt	  werden,	  dass	  die	   genetische	  Kontrolle	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  zusammenfasste	   und	   eine	   Ausdehnung	   der	   Shh-­‐Expressionsdomäne	   vorhersagte.	  Schließlich	  konnte	  diese	  Ausdehnung	  der	  Shh-­‐Expression	  in	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  durch	  in	  
situ	  Hybridisierung	  bestätigt	  werden.	  	  
4.2 Die	  Rolle	  von	  Lhx5	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  
Lhx5	   ist,	  wie	   beschrieben,	   essentiell	   für	   die	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers.	   Doch	  wie	   führt	   der	   Verlust	   von	   Lhx5	   zu	   einem	   Verlust	   des	   Mammillarkörpers?	   Zum	   einen	  handelt	  es	   sich	  dabei	  um	  einen	  Verlust	  der	  Spezifizierung	  und	  damit	  der	   Identität	  des	  Mammillarkörpers,	  indem	  transkriptionelle	  Regulatoren	  eine	  veränderte	  Expression	  im	  kaudalen	  Hypothalamus	   zeigen.	   Zum	   anderen	   ist	   die	   Expression	   von	   Genen,	   die	   eine	  Rolle	   in	   der	   Zelladhäsion	   bzw.	   der	   Membran	   haben,	   verändert,	   was	   eine	   mögliche	  Erklärung	  dafür	   ist,	  weshalb	  die	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  zwar	  vorhanden	  und	   in	  ihrer	  korrekten,	  anatomischen	  Position	  sind,	  aber	  die	  Zellen	  nicht	  so	  dicht	  gepackt	  sind	  und	  nicht	  die	  kompakte	  Struktur	  des	  Mammillarkörpers	  bilden.	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4.2.1 Die	  Rolle	  von	  Otp,	  Olig2	  und	  Sim1	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  Von	   diesen	   transkriptionellen	   Regulatoren	   haben	   besonders	   Otp	   und	   Oilg2	  entscheidende	   Rollen	   in	   der	   Entwicklung	   des	  Hypothalamus	   [126,	   127].	   Dabei	   konnte	  u.a.	   gezeigt	   werden,	   dass	   sie	   die	   Expression	   von	   Sim1	   [126]	   und	   Sim2	   [127]	  kontrollieren.	  Sim1	   und	  Sim2	   sind	   für	   die	   Entwicklung	   des	  Tractus	  mamillothalamicus	  und	  des	  Tractus	  mamillotegmentalis	  essentiell.	  Somit	  führt	  der	  Verlust	  der	  beiden	  Gene	  zu	   einem	   Fehlen	   dieser	   beiden	   axonalen	   Projektionen.	   Die	   Neurone	   des	  Mammillarkörpers	  werden	   in	  dieser	  Mutante	  aber	  geboren	  und	  sterben	  zumindest	  bis	  E18.5	  nicht.	  Des	  Weiteren	  konnte	  in	  dieser	  Doppelmutante	  festgestellt	  werden,	  dass	  es	  von	   E12.5	   an	   zu	   einem	   fast	   vollständigen	   Verlust	   der	   Foxb1-­‐Expression	   im	  Mammillarkörper	  kommt	  [107].	  Diese	  Beobachtungen	  sind	  sehr	  ähnlich	  zu	  jenen,	  die	  in	  dieser	   Arbeit	   gemacht	   wurden.	   Auch	   hier	   kam	   es	   zu	   einem	   Verlust	   des	   Tractus	  
mamillothalamicus	  und	  des	  Tractus	  mamillotegmentalis.	  Auch	  die	  sehr	  starke	  Reduktion	  von	  Foxb1	  konnte	  hier	  mit	   in	  situ	  Hybridisierung	  und	  dem	  Verlust	  des	  GFP-­‐Signals	  der	  Foxb1-­‐iCre-­‐IRES-­‐EGFP-­‐Kassette	   detektiert	  werden.	   Allerdings	   konnte	   in	   dieser	   Arbeit,	  im	   Gegensatz	   zu	   der	   Sim1-­‐	   und	   Sim2-­‐Doppelmutante	   (siehe	   [107]),	   eine	   veränderte	  Expression	  von	  typischen	  Markern	  des	  Mammillarkörpers	  wie	  Lhx1	  und	  Sim1	  detektiert	  werden.	  Somit	  zeigt	  die	  Lhx5-­‐Mutante	  einen	  stärker	  ausgeprägten,	  mutanten	  Phänotyp.	  Die	  Veränderungen	  in	  der	  Expression	  von	  Olig2,	  Otp	  und	  Sim1	  können	  also	  nicht	  alleine	  für	   den	   beobachteten	   mutanten	   Phänotyp	   verantwortlich	   sein.	   Die	   veränderte	  Expression	  dieser	  Gene	  kann	  aber	  einen	  Teilaspekt	  des	  Phänotyps	  erklären,	  nämlich	  den	  Verlust	  der	  axonalen	  Projektionen	  und	  den	  Verlust	  der	  Foxb1-­‐Expression,	  die	  ihrerseits	  Einfluss	  auf	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  nimmt	  [105].	  	  
4.2.2 Die	  Rolle	  von	  Tbx3	  und	  Shh	  in	  der	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  Der	   Verlust	   des	   Mammillarkörpers	   in	   dieser	   Mutante	   wird	   nicht	   durch	   verringerte	  Proliferation	   oder	   erhöhte	   Apoptose	   verursacht.	   Das	   bedeutet,	   dass	   die	   Zellen	   des	  Mammillarkörpers	   vorhanden	   sein	  müssen.	   Durch	   Verfolgung	   der	   Foxb1-­‐Linie	   konnte	  festgestellt	   werden,	   dass	   diese	   Zellen	   tatsächlich	   vorhanden	   sind	   und	   sich	   in	   ihrer	  korrekten,	  anatomischen	  Position	  befinden.	  Jedoch	  ist	  diese	  Foxb1-­‐Linie	  stark	  reduziert.	  Diese	   Verringerung	   der	   Foxb1-­‐Linie	   könnte	   möglicherweise	   durch	   ausgedehnte	  Expression	  von	  Shh	   in	  der	  ventralen	  Mittellinie	  des	  Diencephalons	   verursacht	  werden.	  
Shh	   ist	  normalerweise	  in	  der	  Mittellinie	  des	  ventralen	  Diencephalons,	  das	  Neuroepithel	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des	  Mammillarkörpers	  mit	   eingeschlossen,	   nicht	   exprimiert.	   Somit	   gibt	   es	   entlang	  der	  axialen	   Mittellinie	   eine	   Shh-­‐freie	   Zone,	   die	   von	   Shh-­‐Expression	   flankiert	   wird	   [150].	  Diese	  Shh-­‐freie	  Zone	  wird	  durch	  Tbx3	  in	  der	  Maus	  [129]	  bzw.	  Tbx2	  im	  Hühnchen	  (Gallus	  
gallus	  domesticus)	  [128]	  gebildet.	  In	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  kommt	  es	  jedoch	  zu	  einer	  starken	  Reduktion	   von	   Tbx3	   und	   damit	   zu	   einer	   Ausdehnung	   der	   Shh-­‐Expression	   in	   das	  Neuroepithel	  des	  ventralen	  Diencephalons.	  Dabei	  gibt	  es	  jedoch	  weiterhin	  einen	  kleinen	  Bereich,	   der	   Shh	   Expression	   aufzeigt.	   In	   diesem	   Bereich	   befinden	   sich	   die	   Zellen	   des	  mutanten	   Mammillarkörpers,	   die	   der	   Foxb1-­‐Linie	   angehören.	   Zukünftige	   Studien	  müssen	  analysieren,	  ob	  dieser	  Bereich	  aufgrund	  dieser	  Zellen	  kein	  Shh	  exprimiert	  oder	  aber	   ob	   diese	   Zellen	   noch	   vorhanden	   sind,	   da	   Shh-­‐Expression	   in	   diesem	   Bereich	   von	  anderen	  Faktoren	  verhindert	  wird	  und	  somit	  das	  Inhibieren	  von	  Shh	  für	  die	  Foxb1-­‐Linie	  essentiell	  ist.	  Mit	  Sicherheit	  kann	  aber	  gesagt	  werden,	  dass	  die	  Expandierung	  von	  Shh	  in	  diesen	   Bereich	   zu	   einer	   starken	   Veränderung	   in	   der	   Musterbildung	   des	   ventralen	  
Diencephalons	  führt,	  wie	  beispielsweise	  die	  Bildung	  der	  Neurohypophyse	  [129].	  Hierbei	  wäre	   es	   interessant	   zu	   analysieren,	   ob	   in	   der	   Lhx5-­‐Mutante	   auch	   ein	   Defekt	   in	   der	  Neurohypophyse	  sichtbar	  ist.	  Über	   einige	   Transkriptionsfaktoren,	   die	   in	   dieser	   Arbeit	   identifiziert	   wurden	   und	   die	  eine	   sehr	   spezifische	   Expression	   im	   Mammillarkörper	   aufweisen,	   wie	   zum	   Beispiel	  
Foxb2	   und	   Nkx2-­4,	   ist	   noch	   nicht	   sehr	   viel	   bekannt.	   Hierbei	   wäre	   die	   genaue	  Untersuchung	  dieser	  Gene,	   insbesondere	  welchen	  Einfluss	  der	  Verlust	  dieser	  Gene	  auf	  die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	  hat,	  wichtig,	  um	  den	  Beitrag	  dieser	  Gene	  zu	  dem	  beobachteten,	  mutanten	  Phänotyp	  besser	  beurteilen	  zu	  können.	  	  
4.3 Gemeinsamkeiten	   und	   Unterschiede	   in	   der	   Entwicklung	   des	   kaudalen	  
Hypothalamus	  im	  Zebrafisch	  und	  in	  der	  Maus	  Es	  wäre	  interessant	  zu	  wissen,	  ob	  das	  hier	  beschriebene	  Genregulationsnetzwerk	  in	  der	  Evolution	  konserviert	   ist	  und	  damit	  möglicherweise	  auch	   in	  anderen	  Organismen	  eine	  Gültigkeit	   besitzt.	   Dabei	   ist	   über	   die	   Spezifizierung	   des	   kaudalen	   Hypothalamus	   im	  Zebrafisch	   (Danio	   rerio)	  bekannt,	   dass	  die	  Aktivität	   von	  Fezf2,	  Otp,	  Sim1a	   and	  Foxb1.2	  dafür	   benötigt	   wird	   [108].	   Foxb1.2	   ist	   dabei	   das	   Zebrafisch-­‐Ortholog	   zu	   Maus	   Foxb1,	  während	  Sim1a	  dem	  Mausgen	  Sim1	  entspricht.	  Diese	  Entdeckung	  ist	  für	  die	  vorliegende	  Arbeit	   sehr	   wichtig,	   da	   hier	   Otp,	   Sim1	   und	   Foxb1	   als	   bedeutende	   Gene	   für	   die	  Entwicklung	  des	  Mammillarkörpers	   identifiziert	  wurden,	  die	  nach	  Verlust	  von	  Lhx5	   in	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der	  Mutante	  ein	  stark	  verändertes	  Expressionsmuster	  aufwiesen.	  Die	  Entdeckung,	  dass	  diese	  Gene	  für	  die	  Spezifizierung	  von	  Neuronen	  des	  posterioren	  Hypothalamus	  benötigt	  werden,	  zusammen	  mit	  der	  Entdeckung	  dieser	  Arbeit,	  dass	  sie	  eine	  sehr	  wichtige	  Rolle	  in	   der	   Entwicklung	   des	   Mammillarkörpers	   und	   in	   der	   Spezifizierung	   von	   dessen	  Neuronen	   einnehmen,	   deutet	   darauf	   hin,	   dass	   die	   Funktion	   dieser	   Gene	   in	   der	  Entwicklung	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  möglicherweise	   in	  der	  Evolution	  konserviert	  ist.	  	  
4.3.1 Unterschiedliche	  Regulation	  von	  Lhx5	  durch	  Fezf2	  im	  Zebrafisch	  und	  in	  der	  Maus	  
Fezf2	   ist	   in	   der	   Maus	   im	   mammillären	   Neuroepithel,	   aber	   nicht	   im	   gesamten	  Mammillarkörper	   exprimiert	   (Allen	   Institute	   for	   Brain	   Science,	   2013,	  http://developingmouse.brain-­‐map.org).	   Interessanterweise	   zeigten	   Fezf1-­‐	   und	   Fezf2-­‐doppelmutante	   Mäusen,	   dass	   diese	   beiden	   Gene	   für	   die	   Expression	   von	   Lhx5	   im	  
Subthalamus	  verantwortlich	  sind.	  Des	  Weiteren	  zeigten	  diese	  Mäuse	  einen	  Phänotyp	  im	  
Hippocampus,	  der	  dem	  Phänotyp	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  sehr	  ähnlich	  war	  [151].	  Dies	  deutet	  an,	  dass	  diese	  Gene	  möglicherweise	  die	  Expression	  von	  Lhx5	  kontrollieren	  könnten.	  Der	  Mammillarkörper	   in	   dieser	   Doppelmutante	   war	   aber,	   obwohl	   diese	   Gene	   dort	  exprimiert	  sind,	  intakt	  [151].	  Dies	  bedeutet,	  dass	  diese	  Gene	  für	  die	  Expression	  von	  Lhx5	  im	   Subthalamus	   wichtig	   sind.	   Im	   Mammillarkörper	   jedoch	   nicht,	   da	   der	   Verlust	   von	  
Fezf1	   und	   Fezf2	   zu	   einem	   Verlust	   von	   Lhx5	   und	   damit	   zu	   einem	   Verlust	   des	  Mammillarkörpers	   führen	   sollte.	   Im	   Zebrafisch	   (Danio	   rerio)	   gibt	   es	   Anzeichen,	   dass	  
Fezf2	   die	   Expression	   von	   Lhx5	   im	   Diencephalon	   reguliert	   [152].	   Da	   Fezf2	   eine	  entscheidende	  Rolle	  in	  der	  Spezifizierung	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  im	  Zebrafisch	  hat	  [108,	  153],	  stellt	  sich	  die	  Frage,	  ob	  es	  dort	  die	  Expression	  von	  Lhx5	  kontrolliert.	  In	  der	  Maus,	   so	   scheint	   es,	   hat	   Fezf2	   keinen	   Einfluss	   auf	   die	   Funktion	   von	   Lhx5	   im	  Mammillarkörper,	   da	   dieser	   in	   der	   Fezf1-­‐	   und	   Fezf2-­‐Doppelmutante	   vorhanden	   ist.	  Weitere	  Analysen	  sind	  nötigt,	  um	  herauszufinden,	  ob	  diese	  Regulation	  von	  Lhx5	  durch	  
Fezf2	  tatsächlich	  unterschiedlich	  ist.	  	  Bisher	  gibt	  es	  noch	  keine	  Analyse	  der	  Rolle	  von	  Lhx5	   in	  der	  Entwicklung	  des	  kaudalen	  
Hypothalamus	   im	   Zebrafisch.	   Hier	   könnte	   die	   Reduktion	   von	   Lhx5	   in	   dieser	   Region	  mithilfe	   von	   Morpholinos	   erste	   Einblicke	   liefern,	   ob	   dies	   auch	   hier	   zu	   einer	  Fehlspezifizierung	   dieser	   Region	   führt	   und	   somit	   Lhx5	   auch	   im	   Zebrafisch	   eine	  entscheidende	  Rolle	  in	  der	  Entwicklung	  dieser	  Region	  inne	  hat.	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4.4 Lhx5	  als	  wichtige	  Determinante	  in	  der	  Spezifizierung	  des	  Vorderhirns	  LIM-­‐Homöobox	  Gene	  haben	  vielfältige	  Aufgaben	  in	  der	  Entwicklung	  (siehe	  Einleitung).	  Dabei	   regulieren	   sie	   als	   Transkriptionsfaktoren	   primär	   die	   Expression	   anderer	   Gene.	  	  Für	   Lhx5	   konnten	   dabei	   hauptsächlich	   Rollen	   in	   der	   Entwicklung	   des	   Vorderhirns	  entdeckt	   werden.	   Dabei	   kontrolliert	   es	   die	   Differenzierung	   und	   Migration	   von	  hippocampalen	  Vorläuferzellen	   [78],	  die	  Verteilung	  von	  Cajal-­‐Retzius-­‐Zellen	   im	  Kortex	  [80]	   und	   fördert	   durch	   die	   Inhibierung	   der	  Wnt-­‐Signalgebung	   (Aktivierung	   der	   Sfrp-­‐Expression)	  die	  Vorderhirnentwicklung	   in	  Xenopus	   laevis	   [81].	  Die	   in	  der	  vorliegenden	  Arbeit	  gefundene	  Rolle	  von	  Lhx5	  in	  der	  Spezifizierung	  des	  kaudalen	  Hypothalamus	  führt	  damit	   eine	   weitere	   wichtige	   Struktur	   des	   Vorderhirns	   ein,	   deren	   Entwicklung	   durch	  
Lhx5	   beeinflusst	   wird.	   Überraschenderweise	   zeigte	   dabei	   das	   zu	   Lhx5	   sehr	   nahe	  verwandte	   Gen,	   Lhx1,	   keinen	   offensichtlichen	   Einfluss	   auf	   die	   Entwicklung	   des	  Mammillarkörpers.	   Dies	   ist	   von	   daher	   überraschend,	   da	   Lhx1	   und	   Lhx5	   in	   vielen	  Geweben	  koexprimiert	  sind	  [67]	  und	  Lhx1	  fundamentalere	  Rollen	  in	  der	  Entwicklung	  als	  
Lhx5	   einnimmt	   [68,	   71].	   Somit	   könnte	   vermutet	   werden,	   dass	   der	   Verlust	   des	  Mammillarkörpers	  in	  der	  Lhx1-­‐	  und	  Lhx5-­‐Doppelmutante	  primär	  durch	  Lhx1	  verursacht	  wird,	   bzw.	  dass	  die	  Funktion	  der	  beiden	  Gene	   redundant	   ist	  und	   somit	  beide	  entfernt	  werden	  müssen,	   um	   den	  mutanten	   Phänotyp	   zu	   beobachten.	   Jedoch	   konnte	   in	   dieser	  Arbeit	   gezeigt	   werden,	   dass	   für	   die	   Entwicklung	   des	   Mammillarkörper	   Lhx5	   das	  entscheidende	  Gen	  ist.	  Dieser	  Unterschied	  ist	  in	  der	  leicht	  unterschiedlichen	  Expression	  von	   Lhx1	   und	   Lhx5	   im	   Mammillarkörper	   begründet:	   Beide	   Gene	   sind	   zwar	   stark	   im	  Mammillarkörper	   exprimiert,	   aber	   nur	   Lhx5	   zeigt	   auch	   eine	   starke	   Expression	   im	  mammillären	  Neuroepithel,	   den	  Ort	  der	  Produktion	  der	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers.	  Somit	  nimmt	  Lhx5	  eine	  für	  Lhx-­‐Gene	  typische	  Aufgabe	  in	  der	  Entwicklung	  ein,	  nämlich	  die	  Spezifizierung	  von	  spezifischen	  Regionen	  des	  Zentralnervensystems.	  Wobei	  hierbei	  die	  Funktion	  von	  Lhx5	  wichtiger	  ist,	  als	  die	  von	  Lhx1.	  	  
4.5 Der	  Einfluss	  des	  Mammillarkörperverlustes	  auf	  die	  Gedächtnisbildung	  Wie	   bereits	   erwähnt,	   hat	   der	   Mammillarkörper	   eine	   wichtige	   Rolle	   in	   der	  Gedächtnisbildung.	   Allerdings	   wurde	   die	   genaue	   Rolle	   des	   Mammillarkörpers	   bisher	  kontrovers	  diskutiert,	  soweit	  sogar,	  dass	  er	  nur	  als	  Verlängerung	  des	  Gedächtnissystems	  des	   Hippocampus	   bezeichnet	   wurde	   [98].	   Experimentell	   konnte	   in	   Foxb1-­‐mutanten	  Mäusen,	   die	   eine	   perinatale	   Degeneration	   des	   Mammillarkörpers	   aufweisen,	   gezeigt	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werden,	   dass	   diese	   im	   räumlichen	  Arbeitsgedächtnis	   Beeinträchtigungen	   zeigten	   [99].	  Verhaltensstudien	   in	  Lhx5-­‐mutanten	  Mäusen	  zeigten	  Defizite	   für	  diese	  Mäuse	   in	  Lern-­‐	  und	   Gedächtnisaufgaben.	   Diese	   Defizite	   wurden	   auf	   den	   abnormalen	  Hippocampus	   in	  den	   Lhx5-­‐mutanten	   Mäusen	   zurückgeführt	   [79].	   Der	   in	   dieser	   Arbeit	   beschriebene	  Verlust	   des	   Mammillarkörpers	   wurde	   in	   bisher	   keiner	   anderen	   Analyse	   der	   Lhx5-­‐mutanten	  Maus	  beschrieben	  [78-­‐80].	  Diese	  Ergebnisse	  werfen	  jedoch	  ein	  anderes	  Licht	  auf	   die	   Defizite	   im	  Gedächtnis	   der	  Lhx5-­‐Mutante.	  Werden	   diese	   tatsächlich	   nur	   durch	  den	  Hippocampus	   hervorgerufen	   oder	   aber	   spielt	   hierbei	   der	   Mammillarkörper,	   dem,	  wie	   beschrieben,	   auch	   eine	  wichtige	   Funktion	   in	   der	  Gedächtnisbildung	   zugesprochen	  wird,	   eine	   entscheidende	   Rolle?	   Die	   beobachteten	   Veränderungen	   im	   Hippocampus	  könnten	  möglicherweise	   auch	   zum	  Teil	   darauf	   zurückzuführen	   sein,	   dass	   dieser	   seine	  axonalen	  Ziele	  im	  Mammillarkörper	  verloren	  hat.	  In	  einer	  kürzlich	  veröffentlichten	  Arbeit	  wurden	  entweder	  die	  hippocampalen	  oder	  die	  ventralen,	   tegmentalen	   Verbindungen	   des	   Mammillarkörpers	   bzw.	   die	   mammillären	  Verbindungen	  zum	  Thalamus	  entfernt.	  Dabei	  zeigte	  nur	  die	  Entfernung	  der	  tegmentalen	  Verbindungen	   bzw.	   die	   mammillären	   Verbindungen	   zum	   Thalamus	   eine	   signifikante	  Beeinträchtigung	   des	   Gedächtnis,	   während	   die	   hippocampalen	   Verbindungen	   dies	  jedoch	   nicht	   zeigten	   [154].	   Die	   dadurch	   gezeigte,	   wichtige	   Rolle	   in	   der	  Gedächtnisbildung	   der	   Verbindungen,	   die	   vom	   Hirnstamm	   ausgehen,	   unterstreicht	  dabei,	  dass	  nicht	  nur	  der	  Hippocampus	   in	  Betracht	  gezogen	  werden	  sollte,	  wenn	  es	  zu	  Veränderungen	  im	  Gedächtnis	  kommt.	  	  Diese	  Arbeit	  zeigte	  zum	  ersten	  Mal,	  wie	  der	  Mammillarkörper,	  die	  größte	  Struktur	  des	  kaudalen	   Hypothalamus,	   in	   der	   Maus	   spezifiziert	   wird.	   Hierbei	   wurde	   Lhx5	   als	  Schlüsselgen	   identifiziert,	   dass	   die	   Expression	   anderer	   Gene	   in	   einem	  Genregulationsnetzwerk	   reguliert.	   Dabei	   wurden	   Kandidaten	   identifiziert,	   die	   eine	  entscheidende	   Rolle	   in	   der	   Entwicklung	   des	   Mammillarkörpers	   haben.	   Durch	   diese	  Arbeit	  wurde	  somit	  der	  Grundstein	  für	  ein	  besseres	  Verständnis	  gelegt,	  wie	  diese	  Region	  spezifiziert	  wird	  und	  wie	  in	  der	  Zukunft	  möglicherweise	  durch	   in	  vitro	  Differenzierung	  Zellen	   in	   Zellen	   des	   Mammillarkörpers	   differenziert	   werden	   können,	   die	   dann	   durch	  Transplantation	  geschädigte	  Zellen	  des	  Mammillarkörpers	  ersetzen	  könnten.	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5 Anhang	  
5.1 Zusätzliches	  Material	  der	  Microarray-­‐Analyse	  
5.1.1 Auflistung	  aller	  identifizierter	  Kandidaten	  	  
Tabelle	  3:	  Auflistung	  der	  in	  der	  Microarray-­Analyse	  identifizierten	  Kandidaten	  Sortiert	  nach	  ansteigendem	  Expressionsunterschied	  (fold-­change);	  p-­‐Wert	  wie	  angegeben.	  
Gensymbol	   RefSeq	   p-­Wert	   fold-­change	  
Gpr50	   NM_010340	   3,39E-­‐05	   -­‐3,46085	  
Dlx1	   NM_010053	   0,000135526	   -­‐3,21658	  
Irs4	   NM_010572	   0,00518773	   -­‐2,77571	  
Si	   NM_021882	   0,00209707	   -­‐2,46761	  
Gstm6	   NM_008184	   0,00121203	   -­‐2,4384	  
Otp	   NM_011021	   0,00155629	   -­‐2,43069	  
Rax	   NM_013833	   5,30E-­‐05	   -­‐2,41193	  
Dlx2	   NM_010054	   0,000300083	   -­‐2,27161	  
Sp9	   NM_001005343	   2,90E-­‐06	   -­‐2,26009	  
Dlx5	   NM_010056	   0,00027362	   -­‐2,19263	  
Foxb2	   NM_008023	   3,15E-­‐08	   -­‐2,18514	  
Olig1	   NM_016968	   4,55E-­‐05	   -­‐2,14223	  
Tbx3	   NM_011535	   0,000500565	   -­‐2,13992	  
Arx	   NM_007492	   0,000207497	   -­‐2,0918	  
Six3	   NM_011381	   1,25E-­‐05	   -­‐2,08184	  
Olig3	   NM_053008	   0,00560315	   -­‐2,03969	  
Olig2	   NM_016967	   0,000690954	   -­‐2,02147	  
Gsx2	   NM_133256	   0,000545945	   -­‐1,9588	  
Nol4	   NM_199024	   1,11E-­‐05	   -­‐1,95642	  
C130060K24Rik	   NM_175524	   7,44E-­‐06	   -­‐1,94988	  
Gjd2	   NM_010290	   0,000346777	   -­‐1,93719	  
Gad2	   NM_008078	   0,00274626	   -­‐1,90153	  
Fezf1	   BC119565	   0,00349126	   -­‐1,87637	  
Cdh20	   NM_011800	   8,68E-­‐05	   -­‐1,82364	  
Six3os1	   NR_015385	   8,30E-­‐05	   -­‐1,8118	  
Nrxn3	   NM_172544	   0,00343165	   -­‐1,76247	  
Vax1	   NM_009501	   0,00049298	   -­‐1,74098	  
Barhl1	   NM_019446	   1,02E-­‐05	   -­‐1,72903	  
Dok6	   NM_001039173	   5,10E-­‐10	   -­‐1,72814	  
Magel2	   BC054763	   2,49E-­‐07	   -­‐1,72083	  
Ankrd43	   NM_183173	   0,000448456	   -­‐1,70483	  
6430601O08Rik	   AK032580	   0,00111031	   -­‐1,68191	  
Lmo1	   NM_057173	   1,36E-­‐05	   -­‐1,66998	  
Rian	   AF357355	   5,65E-­‐06	   -­‐1,66901	  
Nkx2-­‐4	   NM_023504	   8,51E-­‐06	   -­‐1,64465	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1700101E01Rik	   BC147760	   2,53E-­‐05	   -­‐1,64413	  
4930506M07Rik	   NM_001114312	   0,000979848	   -­‐1,63783	  
Sox1	   NM_009233	   0,00250404	   -­‐1,63556	  
Pdcd10	   NM_019745	   1,15E-­‐06	   -­‐1,6232	  
Rtl1	   NM_184109	   2,95E-­‐06	   -­‐1,61776	  
Tbc1d30	   NM_029057	   0,000390939	   -­‐1,58993	  
Nr0b1	   NM_007430	   0,00111735	   -­‐1,58622	  
Gm9990	   ENSMUST00000070021	   0,00196533	   -­‐1,57047	  
1100001E04Rik	   AB073967	   0,00056358	   -­‐1,56952	  
Nptx1	   NM_008730	   3,01E-­‐05	   -­‐1,54638	  
Lect1	   NM_010701	   3,30E-­‐05	   -­‐1,54432	  
Pcdh9	   NM_001081377	   0,000694503	   -­‐1,543	  
2310001H12Rik	   ENSMUST00000089906	   0,000100622	   -­‐1,53984	  
Ntm	   NM_172290	   9,09E-­‐07	   -­‐1,53662	  
A430033K04Rik	   NM_183025	   0,000166488	   -­‐1,53357	  
Meg3	   NR_003633	   1,61E-­‐05	   -­‐1,52289	  
Dlx6	   NM_010057	   0,000984513	   -­‐1,51875	  
Lhx3	   NM_001039653	   0,0051356	   -­‐1,51246	  
Lonrf2	   NM_001029878	   3,60E-­‐05	   -­‐1,50843	  
Lypd1	   NM_145100	   0,000134161	   -­‐1,50606	  
Dlx1as	   NR_002854	   0,00476894	   -­‐1,50418	  
Wnt5a	   NM_009524	   0,000379905	   1,50904	  
Olfr1418	   NM_001011524	   9,31E-­‐05	   1,51121	  
Esrp1	   NM_194055	   0,00254113	   1,51266	  
Myh7	   NM_080728	   2,56E-­‐08	   1,51483	  
BC061212	   BC061212	   4,46E-­‐05	   1,51574	  
Rabl5	   NM_026073	   8,35E-­‐07	   1,51648	  
Itih5	   NM_172471	   1,25E-­‐05	   1,52856	  
5330426P16Rik	   ENSMUST00000089395	   0,00269257	   1,52926	  
Tm4sf1	   NM_008536	   0,000315704	   1,52978	  
Gm8020	   ENSMUST00000095981	   2,98E-­‐05	   1,53143	  
Gm13235	   ENSMUST00000105736	   5,04E-­‐05	   1,5324	  
Gm13225	   XM_899253	   5,04E-­‐05	   1,5324	  
Foxe1	   NM_183298	   0,000135823	   1,53571	  
Snord115	   AF357427	   1,90E-­‐05	   1,54064	  
V1rd21	   NM_207547	   8,98E-­‐05	   1,54074	  
Prnd	   NM_023043	   0,000309864	   1,54465	  
1110032E23Rik	   NM_133187	   4,70E-­‐05	   1,54814	  
Krtap4-­‐1	   NM_001048196	   6,93E-­‐06	   1,56086	  
LOC100046559	   XR_031095	   0,000112218	   1,56678	  
Folr1	   NM_008034	   0,000207585	   1,57398	  
Slit1	   NM_015748	   0,000190471	   1,58333	  
Trdn	   NM_029726	   5,82E-­‐05	   1,59346	  
Znhit1	   NM_027318	   1,65E-­‐06	   1,59492	  
Plod3	   NM_011962	   1,66E-­‐06	   1,61643	  
Adra1d	   NM_013460	   9,29E-­‐05	   1,64217	  
Gm8304	   XM_001477007	   4,54E-­‐06	   1,65072	  
Foxl1	   NM_008024	   0,00010926	   1,67307	  
Cldn1	   NM_016674	   0,00289192	   1,68165	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Ifitm3	   NM_025378	   1,16E-­‐05	   1,68962	  
Gja5	   NM_008121	   4,26E-­‐05	   1,7794	  
Emid2	   NM_024474	   7,84E-­‐05	   1,82318	  
Ferd3l	   NM_033522	   0,000171068	   1,89603	  
Vgll2	   NM_153786	   0,000193364	   1,89767	  
Lrtm1	   NM_176920	   0,000635917	   1,95062	  
Corin	   NM_016869	   0,000136501	   1,96657	  
Lgi1	   NM_020278	   1,20E-­‐05	   2,05838	  
Gal	   NM_010253	   4,83E-­‐09	   2,41434	  
C1ql4	   NM_001024702	   7,86E-­‐06	   2,57204	  
Tmem184a	   NM_001161548	   4,99E-­‐06	   2,612	  
LOC677548	   XR_034974	   0,0058246	   2,96532	  
Gm9078	   XR_031413	   6,41E-­‐05	   4,17381	  	  
5.1.2 Vergrößerte	  Darstellung	  der	  Heatmap	  
	  
	  
Abbildung	  9:	  Vergrößerte	  Darstellung	  der	  Heatmap	  der	  Microarray-­Analyse	  Proben	   und	   Gene	   nach	   ähnlicher	   Expression	   hierarchisch	   sortiert.	   Farbcode	   gibt	   die	   veränderte	   Expression	   (fold-­‐change)	   an;	   die	   horizontale	   Achse	   zeigt	   die	   verwendeten	   Proben	   an,	   die	   y-­‐Achse	   zeigt	   die	   identfizierten	   Gene	   an;	  Anhand	  des	  Expressionsmusters	  bildeten	  die	  Wildtyp-­‐Proben	  dabei	  eine	  Gruppe,	  wohingegen	  die	  Proben	  der	  Lhx5-­‐Mutante	  eine	  andere	  Gruppe	  bildeten;	  KO	  bedeutet	  Lhx5-­‐mutante	  Probe.	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5.2 Zusätzliches	  Material	  der	  ChIP-­‐Seq-­‐Analyse	  
5.2.1 Auflistung	  der	  identifizierten	  Lhx5-­‐Bindestellen	  mit	  den	  zugehörigen	  Downstream-­‐
Genen	  	  
Tabelle	  4:	  Auflistung	  der	  durch	  ChIP-­Seq	  identifizierten	  Lhx5-­Bindestellen	  
Chromosome	  gibt	  das	  Chromosom	  an,	  auf	  welchem	  die	  Bindestelle	  identifiziert	  wurde;	  Start	  und	  End	  gibt	  die	  Position	  der	  Bindestelle	  auf	  dem	  Chromosom	  an;	  Downstream-­Gene	  gibt	  das	  zugehörige	  mit	  der	  nearest-­downstream-­‐Methode	  identifizierte,	  zugehörige	  Gen	  der	  Bindestelle	  an.	  Distance	  gibt	  die	  Distanz	  in	  bp	  zwischen	  Bindestelle	  und	  zugehörigem	  Gen	  an.	  
Chromosome Start End Downstream-Gene Distance 
chr1 5854298 5854561 Rb1cc1 341848 
chr1 8526447 8526585 Sntg1 65915 
chr1 9473939 9474122 Rrs1 61458 
chr1 21622784 21623074 Gm4956 334536 
chr1 23246554 23246771 4933415F23Rik 137570 
chr1 26911349 26911518 4931408C20Rik 167128 
chr1 29587913 29588047 Gm597 750883 
chr1 34714953 34715129 Arhgef4 63728 
chr1 34732339 34732508 Arhgef4 46345 
chr1 37643624 37643784 Mgat4a 45843 
chr1 40043073 40043374 Il1r2 98389 
chr1 40575642 40575853 Slc9a4 61324 
chr1 42024796 42025045 Gm9915 261650 
chr1 42694140 42694436 Pou3f3 59703 
chr1 46678700 46678899 Gm4776 591485 
chr1 49818842 49819006 Tmeff2 1147882 
chr1 53082529 53082691 Mstn 35897 
chr1 55597675 55597838 Plcl1 154830 
chr1 56852122 56852305 Hsfy2 157918 
chr1 58757220 58757494 Als2cr12 4524 
chr1 60438275 60438498 Abi2 28152 
chr1 63055988 63056254 Eef1b2 167278 
chr1 71657228 71657547 Apol7d 42023 
chr1 75025478 75025629 Nhej1 10067 
chr1 79501265 79501427 Scg2 64681 
chr1 82717200 82717367 Mff 4181 
chr1 84999594 84999874 Slc16a14 68034 
chr1 88152042 88152196 B3gnt7 47677 
chr1 88483481 88483892 Pde6d 4564 
chr1 90365857 90365989 Hjurp 191715 
chr1 105219677 105219857 Cdh20 1445339 
chr1 105512232 105512427 Cdh20 1152776 
chr1 105748521 105748716 Cdh20 916487 
chr1 105868799 105868944 Cdh20 796234 
chr1 107627842 107627993 Tnfrsf11a 49382 
chr1 108868958 108869102 Serpinb13 8531 
chr1 111002019 111002182 Cdh7 876803 
chr1 131148226 131148410 Thsd7b 21603 
chr1 132773440 132773600 Il10 142902 
chr1 133115400 133115532 Rassf5 18754 
chr1 136200048 136200146 Adora1 68089 
chr1 139610056 139610214 A130050O07Rik 214612 
chr1 160551321 160551477 Fam5b 265008 
chr1 164787828 164788000 Fmo4 43811 
chr1 174327423 174327587 Kcnj9 68111 
chr1 180915130 180915377 Cnst 561247 
chr1 183062140 183062302 Cnih4 18841 
chr1 187306765 187306980 Iars2 153597 
chr1 193275838 193275995 Ppp2r5a 54996 
chr1 196597156 196597306 Cd34 167784 
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chr1 196778990 196779141 Camk1g 1582574 
chr10 4108019 4108166 Rgs17 316048 
chr10 9118197 9118405 Sash1 512433 
chr10 10969717 10969915 Fbxo30 31312 
chr10 12722806 12722963 Sf3b5 5371 
chr10 12956610 12956818 Ltv1 43771 
chr10 14062170 14062360 Gm10335 180619 
chr10 14800789 14800966 Gje1 362857 
chr10 14854235 14854383 Gje1 416289 
chr10 19146499 19146671 Ifngr1 165170 
chr10 21890279 21890501 Raet1c 2937 
chr10 21974134 21974457 H60b 18856 
chr10 22078883 22079152 Raet1d 2682 
chr10 22190919 22191458 Slc2a12 173628 
chr10 22457709 22457874 Tbpl1 6047 
chr10 23618290 23618591 Taar1 21721 
chr10 28962971 28963192 Echdc1 69890 
chr10 33846013 33846170 Fam26e 29766 
chr10 36959130 36959283 Marcks 100474 
chr10 39118086 39118390 Fyn 21577 
chr10 44011856 44012022 Atg5 54022 
chr10 44911528 44911787 Popdc3 97453 
chr10 45388090 45388264 Hace1 3143 
chr10 65077164 65077333 Jmjd1c 1481628 
chr10 67384444 67384600 Zfp365 9112 
chr10 67447871 67448030 Rtkn2 40337 
chr10 70201634 70201798 Phyhipl 83003 
chr10 76481109 76481469 Slc19a1 13697 
chr10 83739801 83739976 Tcp11l2 299482 
chr10 85248352 85248518 Gm6721 22125 
chr10 85290938 85291081 Pwp1 43566 
chr10 95795123 95795288 Btg1 284429 
chr10 98267758 98267961 Atp2b1 109926 
chr10 99023227 99023526 Phxr2 434421 
chr10 109335232 109335365 Nav3 74657 
chr10 111616109 111616285 Kcnc2 91982 
chr10 111814259 111814405 Glipr1 374655 
chr10 114328086 114328280 Trhde 89763 
chr10 117231697 117231983 Nup107 2079 
chr10 120640060 120640285 Gns 161973 
chr10 122157647 122157886 Ppm1h 174657 
chr10 123248620 123248776 Usp15 614681 
chr11 3917497 3917677 Sec14l4 14199 
chr11 5068575 5068792 Emid1 16423 
chr11 9297228 9297377 Sun3 348308 
chr11 13336720 13336900 Cobl 971847 
chr11 14758193 14758343 Vstm2a 1399459 
chr11 16782923 16783157 Fbxo48 68338 
chr11 19655995 19656180 Spred2 168290 
chr11 39030994 39031133 Nudcd2 1516105 
chr11 39362793 39363068 Nudcd2 1184238 
chr11 56562814 56562982 Gria1 261991 
chr11 59100792 59100943 Wnt9a 19562 
chr11 73727537 73727668 Olfr395 6610 
chr11 78790789 78790963 Fam58b 225645 
chr11 83085028 83085194 Ap2b1 30874 
chr11 87236426 87236711 Tex14 4524 
chr11 87240142 87240488 Tex14 778 
chr11 87262165 87262394 Rad51c 43823 
chr11 96747115 96747542 Prr15l 43287 
chr11 98200439 98200631 Ppp1r1b 9183 
chr11 103618846 103619032 Wnt9b 7804 
chr11 103719576 103719766 Arf2 108382 
chr11 112740382 112740535 Gm11678 447508 
chr11 116747572 116747847 Mgat5b 32467 
chr11 119245918 119246082 Rnf213 8414 
chr12 7391450 7391631 Apob 592913 
chr12 15270875 15271036 Fam84a 1112111 
chr12 19484046 19484254 Gm6802 12013 
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chr12 19583886 19584058 Gm9257 28812 
chr12 19811273 19811438 Gm10479 610443 
chr12 20190829 20191075 Gm10479 230847 
chr12 20224007 20224191 Gm10479 197700 
chr12 21185922 21186229 Cpsf3 106082 
chr12 22066941 22067209 Gm17680 232328 
chr12 22105081 22105354 Gm17680 270470 
chr12 22829971 22830274 Gm17391 547730 
chr12 24340735 24340947 Taf1b 842605 
chr12 24500855 24501019 Gm10330 35807 
chr12 24548648 24548797 Gm10330 83592 
chr12 24949148 24949369 Gm9312 12212 
chr12 29609479 29609744 Ttc15 174280 
chr12 55813794 55813870 Gm16382 11134 
chr12 56581971 56582240 Aldoart2 84120 
chr12 56639404 56639639 Aldoart2 26704 
chr12 60822913 60823141 Fbxo33 502315 
chr12 65997735 65997861 Gm527 21100 
chr12 66336480 66336670 Mis18bp1 63008 
chr12 73194190 73194429 2810055F11Rik 7883 
chr12 79114505 79114702 Gm6657 183557 
chr12 80520062 80520223 Zfyve26 122873 
chr12 84875983 84876120 Rbm25 97132 
chr12 89737858 89738114 Gm6190 145304 
chr12 91968006 91968155 Tshr 671352 
chr12 100445552 100445735 3300002A11Rik 133720 
chr12 103566776 103567023 Golga5 141220 
chr12 103787598 103787835 Chga 5462 
chr12 104229749 104229927 Unc79 10261 
chr12 110452907 110453044 Begain 161386 
chr12 111197192 111197365 Dio3 319999 
chr12 114054776 114054956 Ahnak2 13998 
chr12 115947188 115947382 Gm7112 446124 
chr12 116027587 116027714 Gm7112 526489 
chr12 117214918 117215088 Zfp386 65559 
chr13 15743547 15743691 Inhba 360065 
chr13 23064078 23064200 Vmn1r213 38979 
chr13 28390234 28390393 Prl7c1 517641 
chr13 29240893 29241102 Sox4 195415 
chr13 32060996 32061166 A530084C06Rik 409879 
chr13 45064906 45065106 Gm9817 109055 
chr13 51823523 51823787 Gm15440 27245 
chr13 67089701 67089956 Mterfd1 55804 
chr13 91229574 91229782 Atp6ap1l 184718 
chr13 93658890 93659024 Thbs4 94184 
chr13 94644192 94644361 Lhfpl2 183474 
chr13 95400875 95401086 Tbca 157917 
chr13 97115989 97116136 Poc5 42186 
chr13 97539673 97539824 Hmgcr 98857 
chr13 114250323 114250493 Gzmk 234292 
chr13 114900203 114900407 Hspb3 446421 
chr14 18947845 18947917 Gm7084 127572 
chr14 21766566 21766707 Vcl 67505 
chr14 47954353 47954495 Lgals3 33002 
chr14 63642036 63642191 Defb42 23714 
chr14 63718313 63718479 Ctsb 22906 
chr14 85893292 85893454 Tdrd3 1923017 
chr14 97826549 97826697 Klhl1 908302 
chr14 106677887 106678051 Gm4775 177595 
chr14 107883690 107883834 Gm4775 1383388 
chr15 6514335 6514511 Fyb 15448 
chr15 12243731 12243880 Golph3 7399 
chr15 14189478 14189673 Cdh6 1086181 
chr15 23805624 23805807 Gm5468 1538231 
chr15 33335022 33335193 Mtdh 677366 
chr15 44291255 44291366 Nudcd1 31457 
chr15 58116618 58116743 Fbxo32 70247 
chr15 58536843 58536992 Trmt12 167286 
chr15 65738958 65739121 Oc90 5916 
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chr15 74213331 74213517 Bai1 133202 
chr15 75121719 75121877 Gm10238 52600 
chr15 76601446 76601637 Gm17271 26218 
chr15 82979884 82980569 Poldip3 412 
chr15 83145121 83145387 A4galt 63050 
chr15 84857282 84857511 Fam118a 10095 
chr15 89971748 89971897 Alg10b 82919 
chr15 97890480 97890624 Pfkm 32468 
chr15 98887098 98887284 Troap 17815 
chr15 100677438 100677694 Scn8a 86294 
chr16 7426985 7427131 Mettl22 1043823 
chr16 9199428 9199565 Gm17697 203037 
chr16 9332967 9333115 Gm17697 336582 
chr16 13808221 13808603 Ntan1 10932 
chr16 28740541 28740789 Fgf12 295352 
chr16 32475772 32475945 Zdhhc19 20492 
chr16 36747292 36747445 Iqcb1 81124 
chr16 36772844 36773133 Iqcb1 55504 
chr16 54220071 54220255 Rpl24 1746225 
chr16 55174359 55174488 Rpl24 791964 
chr16 64437413 64437554 Cggbp1 414338 
chr16 68662097 68662257 Cadm2 1041024 
chr16 79027591 79027735 D16Ertd472e 450761 
chr16 87283082 87283279 N6amt1 71249 
chr16 87763180 87763352 2810407A14Rik 21054 
chr16 90390900 90391064 Hunk 9807 
chr16 90554490 90554633 Mrap 184007 
chr16 91454940 91455189 Ifnar1 30418 
chr17 4441083 4441203 Arid1b 553796 
chr17 13744629 13746081 Gm8597 148298 
chr17 17105014 17105159 Zfp960 95990 
chr17 20757107 20757356 Vmn2r110 24008 
chr17 25277446 25277623 Clcn7 5219 
chr17 27043572 27043747 Kifc5b 10376 
chr17 29244863 29245017 Rab44 27061 
chr17 29682673 29682837 Tbc1d22b 3978 
chr17 31833640 31833792 U2af1 38017 
chr17 35025170 35025352 C2 6216 
chr17 36169854 36169962 H2-T23 108 
chr17 36280007 36280181 2410017I17Rik 1869 
chr17 39979851 39985779 Gm17495 674156 
chr17 53687753 53687901 4921523A10Rik 9051 
chr17 60102072 60102341 Nudt12 949411 
chr17 60116519 60116831 Nudt12 963880 
chr17 75888173 75888349 Nlrc4 1029813 
chr17 81730458 81730586 Gm11096 110066 
chr17 81878760 81879367 Slc8a1 34516 
chr17 83198773 83198932 Pkdcc 415770 
chr17 84242390 84242542 Kcng3 211231 
chr17 84479397 84479606 Haao 233371 
chr17 85894621 85894818 Six3 118228 
chr18 5237796 5237966 Zeb1 353977 
chr18 11288596 11288841 Rbbp8 503066 
chr18 36842082 36842234 Apbb3 3138 
chr18 38894575 38894724 Spry4 133727 
chr18 43442483 43442625 Ppp2r2b 223429 
chr18 45671948 45672112 Kcnn2 47778 
chr18 57384727 57384902 Prrc1 129572 
chr18 61567063 61567199 Ppargc1b 7046 
chr18 68880438 68880601 Mc2r 291614 
chr18 70788913 70789058 Poli 98711 
chr18 75213108 75213256 Lipg 92265 
chr18 75235119 75235268 Lipg 114276 
chr18 79694097 79694227 Setbp1 388032 
chr18 82029048 82029179 Mbp 615424 
chr19 12048318 12048478 Osbp 3288 
chr19 14666171 14666441 Tle4 138099 
chr19 16958472 16958621 Foxb2 10416 
chr19 21447139 21447264 Gm3443 182962 
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chr19 25009280 25009443 Foxd4 33562 
chr19 41830666 41830806 Slit1 12581 
chr19 59768720 59768902 Pdzd8 348541 
chr19 61159035 61159196 Gm6020 100677 
chr2 4609634 4609976 Bend7 29075 
chr2 4843004 4843271 Ucma 54030 
chr2 9515176 9515453 4930412O13Rik 287564 
chr2 10618179 10618325 Gm10852 18542 
chr2 20057753 20057928 Etl4 153699 
chr2 25595457 25595609 Lcn3 25556 
chr2 33789436 33789530 Fam125b 46017 
chr2 34098328 34098548 Pbx3 29474 
chr2 35654425 35654574 Morn5 250478 
chr2 39014762 39014932 Golga1 93786 
chr2 46064299 46064456 Zeb2 1091462 
chr2 51713628 51713763 Tnfaip6 179833 
chr2 53617636 53617797 Prpf40a 567398 
chr2 60062601 60062742 March7 154 
chr2 60252627 60252849 Ly75 31378 
chr2 62169289 62169478 Gca 332958 
chr2 67589775 67590034 F830016D02Rik 317931 
chr2 69218634 69218801 Abcb11 38046 
chr2 74053082 74053234 Atp5g3 303775 
chr2 75163532 75163700 Hnrnpa3 333702 
chr2 75686395 75686545 Nfe2l2 143772 
chr2 82835254 82835425 Zc3h15 649252 
chr2 86927577 86927732 Olfr1107 15274 
chr2 98502265 98503156 Rag2 2962164 
chr2 105669887 105670127 Immp1l 74788 
chr2 109924554 109924776 Slc5a12 512790 
chr2 114424872 114425043 Zfp770 397752 
chr2 116311215 116311383 Tmco5 393128 
chr2 121531534 121531734 Frmd5 119465 
chr2 123895731 123895939 Sema6d 19870 
chr2 125578710 125578854 Shc4 29659 
chr2 128016099 128016253 Bub1 358575 
chr2 133787615 133787770 Plcb1 824202 
chr2 137779070 137779193 Btbd3 303169 
chr2 140382023 140382252 Sel1l2 166695 
chr2 145976922 145977089 4930529M08Rik 63343 
chr2 151319064 151319370 Nsfl1c 701 
chr2 151494363 151494495 Rad21l 160 
chr2 156981602 156981774 Samhd1 20687 
chr2 166837566 166837729 Ddx27 3045 
chr2 168489756 168489923 Nfatc2 62682 
chr2 169174988 169175214 1700101G07Rik 232480 
chr2 169637382 169637612 Tshz2 72896 
chr2 170703392 170703602 4930470P17Rik 275980 
chr2 172237768 172238001 Cass4 1304 
chr3 5264823 5265148 Pkia 2101618 
chr3 5736999 5737162 Pxmp3 160841 
chr3 11585650 11585803 Gm8910 570533 
chr3 16775402 16775574 Gm5150 869156 
chr3 28472425 28472581 Slc2a2 124322 
chr3 31288313 31288456 Slc7a14 79084 
chr3 31435806 31435934 Slc7a14 226570 
chr3 50895379 50895518 Ccrn4l 132920 
chr3 60952256 60952419 Rap2b 216091 
chr3 79678900 79679095 Fam198b 9457 
chr3 85761756 85761930 Glt28d2 70405 
chr3 88699165 88699337 Gon4l 2905 
chr3 96043265 96043703 Hist2h2aa1 5977 
chr3 104392545 104392694 Slc16a1 49971 
chr3 108862516 108862689 4930443G12Rik 20784 
chr3 114177549 114177801 Olfm3 429321 
chr3 117599978 117600167 Snx7 28218 
chr3 118766683 118766879 Snx7 1194927 
chr3 119970888 119971027 Ptbp2 484651 
chr3 120839319 120839455 Alg14 155348 
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chr3 123408277 123408430 Ndst3 14618 
chr3 146162892 146163191 Spata1 324 
chr4 34034465 34034695 Akirin2 463606 
chr4 47239147 47239311 Col15a1 61700 
chr4 52696346 52696480 Olfr275 141858 
chr4 81411520 81411689 Mpdz 322893 
chr4 84316500 84316592 Bnc2 124309 
chr4 96969024 96969172 Gm10192 119241 
chr4 121106854 121106997 Gm12886 11221 
chr4 128544128 128544288 Trim62 16624 
chr4 132043105 132043363 Med18 23398 
chr4 134651055 134651343 Runx3 25368 
chr4 138700644 138700866 2310028O11Rik 13727 
chr4 139983178 139983426 Gm9867 104085 
chr4 150899404 150900579 Camta1 235816 
chr4 152892923 152893072 Ajap1 36058 
chr4 155009518 155009652 B930041F14Rik 58866 
chr5 5003997 5004139 Fzd1 245852 
chr5 14899972 14900375 Speer4d 224708 
chr5 15203628 15204189 4930572O03Rik 41031 
chr5 21132991 21133125 Armc10 18573 
chr5 29775742 29775907 Lmbr1 70894 
chr5 44006523 44006713 Cc2d2a 47000 
chr5 44325651 44325813 Fbxl5 112854 
chr5 46507491 46507640 Lcorl 258711 
chr5 46785360 46785503 Lcorl 536577 
chr5 56971722 56971859 Pcdh7 1137469 
chr5 62772708 62772825 Gm17384 432295 
chr5 67998888 67999075 Shisa3 140 
chr5 69019051 69019215 Atp8a1 780462 
chr5 73546962 73547171 Fryl 7691 
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